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RÉSUMÉ 
Le paludisme, une maladie inflammatoire, est caractérisé par une production du facteur 
de nécrose tumoral (TNF)-a, du facteur d'inhibition de migration des macrophages (MlF) et 
d'interféron (lFN)-y, qui inhibent les rrécurseurs érythropoïétiques de la moelle osseuse. 
Dans ce contexte, Je MlF est sécrété durant les infections par Plasmodium, et sa synergie 
avec l'lFN-y et le TNF-a contribue à inhiber la différenciation érythropoïétiques et la 
production d'hémoglobine (Hb). Cet travail à démontrer que la neutralisation in vivo du MlF 
avec un anticorps monoclonal durant l'infection par Plasmodium chabaudi adami DK amène 
à une diminution du pic de la parasitémie et de façon inattendue à une production accrue de 
TNF-a en début d'infection et au pic d'infection. La neutralisation du MlF altère la 
production d'IFN-y et l'IL-la durant l'infection. Au moment où la parasitémie est faible, une 
diminution significative de la production d'lFN-y, accompagnée par une chute importante de 
l'IL-la, est observée dans la rate de souris infectées et traitées avec j'anti-MIF. Par contre, au 
pic de l'infection, la production de l'IFN-y et l'IL-JO augmente chez les souris traitées avec 
J'anti-MIF. En plus de ces effets inhibiteurs au pic de l'infection, la neutralisation du MlF 
entraîne une diminution du pourcentage de réticuJocytes en circulation en début d'infection et 
cet effet est accompagné par une légère diminution des érythrocytes basophiliques (EryA) 
dans la rate. La concentration d'hémoglobine sanguine était plus élevée chez les souris 
traitées avec J'anticorps anti-MJF, et ce, au pic de l'infection, ce qui suggère que la 
neutralisation du MlF, par son effet sur la parasitémie, diminue la destruction des 
érythrocytes par Je parasite. 
Mots clés: Paludisme, hémoglobine, cytokine inflammatoire, MlF, parasitémie 
INTRODUCTJON 
Le paludisme, avec le syndrome de 1 'immunodéficience acquise (SIDA) et la tuberculose, 
est l'une des principales causes de morbidité et de mortalité induites par un agent infectieux 
chez l'homme, causant plus de 300 millions de cas cliniques et d'un à trois millions de morts 
chaque année (Lamb et al., 2006; WHO, 2006c). De nos jours, près de 40 % de la population 
mondiale, tout particulièrement celle vivant dans les pays pauvres, est à risque d"avoir le 
paludisme, De plus, 90 % des morts dus au paludisme se retrouvent en Afrique du Sud et au 
Sahara, où un enfant meurt toutes les 30 secondes (Lamb et al., 2006; WHO, 2006c). Le 
paludisme a des répercussions économiques importantes et l'on considère que cette maladie 
est l'un des obstacles majeurs à la progression économique et sociale de l'Afrique (WHO, 
2006c). Il a été estimé que le paludisme engendre des coûts à l'Afrique de près de 12 
milliards par année en produit international brut ce qui suffirait amplement à maîtriser cette 
infection (WHO, 2006b). 
Le paludisme, causé entre autres par Plasmodium /alciparum, entraîne la mort par deux 
mécanismes: le premier mécanisme consiste en une anémie sévère qui conduit à une hypoxie 
et à une défaillance cardiaque, le deuxième mécanisme est une forme cérébrale de la maladie 
caractérisée par le coma et des convulsions provoquées, en partie, par la séquestration des 
érythrocytes dans le cerveau (Clark et al., 2006; WHO, 2006b). L'anémie sévère cause entre 
200 000 et 1 million de mort à chaque année, le reste des décès étant attribué à la forme 
cérébrale de la maladie (WHO, 2006b). L'anémie sévère n'est pas la forme la plus fréquente 
d'infection induite par Plasl11odium/a!ciparum, mais chez les enfants de 2 ans et moins, c"est 
cette forme qui cause le plus de décès (Fernandes et al., 2008), La pathophysiologie du 
paludisme cérébral a été très étudiée, mais celle responsable de I"anémie sévère commence 
seulement à l'être (Menendez et al., 2000). L"anémie est caractérisée par une diminution du 
nombre d"érythrocytes, du volume érythrocytaire et de la concentration d'hémoglobine (Hb) 
circulant dans le sang (WHO, 2006a). Dans notre laboratoire, nous sommes intéressés à 
identifier des facteurs associés à la virulence des parasites Plasmodium qui influencent la 
réponse immunitaire innée et altèrent l'érythropoïèse en favorisant l'anémie. L'induction de 
l'anémie implique deux mécanismes: le premier consiste en I"augmentation de la destruction 
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des érythrocytes et, le deuxième, en une diminution de la production des érythrocytes 
(Menendez et al., 2000; Clark et Cowden, 2003). Le modèle de Plasmodium chabaudi adami 
nous permet de faire une comparaison entre une infection virulente et une infection non 
virulente chez: le même hôte, soit la souris BALB/c. Nous avons ciblé le facteur dïnhibition 
de mi gration des macrophages (M 1F) étant donné sa fOl1e sécréti on chez de souris in fectées 
par la souche virulënte DS en comparaison avec la souche non virulente DK. Le MlF induit 
la production du facteur de nécrose tumorale (TNF)-a, de l'interféron (INF)-y et de l'oxyde 
nitrique (NO), qui ont tous un effet néfaste dans la pathologie du paludisme (Calandra et 
Roger, 2003), et semble diminuer la cytodifférentiation ainsi que la production 
d"hémoglobine (McDevitt et aL, 2006). En plus, l'infection de souris BALBlc déficientes en 
MlF par P. chabaudi chabaudi (souche AS) se caractérisent par moins d'anémie et plus de 
survie (McDevitt et al., 2006). Nous avons dOlle évalué le rôle de MlF dans la virulence 
associée à l'infection par Pc. adami. et ce, par sa neutralisation in vivo avec un anticorps 
monoclonal. 
CHAPITRE 1 
ÉTAT DES CONNAISSANCES 
Le paludisme est une maladie transmise par des moustiques du genre Anophèle et causé 
par un parasi te du genre Plasmodium, ayant des répercussions économ iq ues et socia les 
impol1antes. De nos jours, le paludisme se retrouve dans les régions tropicales et 
subtropicales du monde où il est responsable de plus de 300 millions de cas et cause entre un 
à trois mi Il ions de morts annuellement (H isaeda et al., 2005). Quatre-vi ngt-dix pour cent des 
décès dus au paludisme surviennent en Afrique et au sud-est du Sahara, et ce, principalement 
chez les enfants de moins de cinq ans (Lamb et al., 2006). L'âge de j'hôte ainsi que sa 
prédisposition génétique sont deux facteurs déterminants dans J'évolution de l'infection par 
Plasmodium (Roetynck et al., 2006a). Malgré tous les efforts faits par la communauté 
scientifique, aucune solution efficace, par exemple un vaccin, n'existe actuellement afin de 
combattre le paludisme. L'utilisation de médicaments (Cunha-Rodrigues et al., 2006) et 
d'insecticides (Cui et al., 2006) a échoué vu la capacité d'adaptation du parasite et de 
l'Anophèle aux différents traitements existants. En plus de la résistance aux médicaments, le 
parasite possède des mécanismes afin de déjouer le système immunitaire de l'hôte, tel que la 
diversité antigénique qui dépend de l'aptitude du parasite à finement réguler l'expression des 
gènes afin que l'hôte soit en contact avec seulement une petite proportion des antigènes 
parasitaires à la fois. En plus, Plasmodium alterne les antigènes présents à la surface des 
érythrocytes infectés afin de contrer l'effet du système immunitaire (variation antigénique) 
(Ozikowski et al., 2006). 
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1.1 Le parasite 
Le paludisme est provoqué par un protozoaire appartenant à l'ordre des Eucoccidia, du 
sous-ordre des Hemosporidea, de la famille des Plasmodiidae et du genre Plasmodium. 
1.1.1 Le cycle de vie de Plasmodium 
Le parasite Plasmodium a un cycle de vie inter-espèce, lequel est divisible en deux 
étapes. La première étape se situe chez les vertébrés et la seconde étape se déroule chez les 
invertébrés, plus précisément chez les femelles du genre Anophèle. Chez les vel1ébrés, le 
cycle de vie est divisé en deux phases: soit une phase exoérythrocytique et une phase 
érythrocytique (Goldsby et Goldsby, 2003b). 
Le tout commence par la piqüre d'un insecte qui, lors de sa prise de sang, injecte des 
sporozoïtes qui proviennent des glandes salivaires de l'Anophèle. amorçant ainsi l'infection 
par Plasmodium chez l'hôte vertébré. En seulement quelques minutes, les sporozoïtes 
migrent vers le foie où ils pénètreront les hépatocytes et engendreront une phase de 
matui'ation et de réplication asexuée qui constitue la phase exoérythrocytique. En réponse il 
cette maturation, entre 6 à 7 jours et pouvant aller jusqu'à quatre semaines (Webster et 
Adrian, 2003; Suh et aL, 2004), chaque sporozoïte engendrera de 30000 à 40000 mérozoïtes 
qui seront relâchés dans la circulation sanguine. Certaines espèces (P 1,ivax. P.l17alariae ef 
P.ovale) développeront des formes mononucléaires hépatiques, hY~lnozoïtes, qui peuvent 
entrer dans une phase de latence et qui seront responsables de la réapparition du paludisme 
(Lalloo ef al, 2007). Chaque mérozoïte libéré du cycle exoérythrocytique pourra infecter un 
érythrocyte et, à l'intérieur de celui-ci, des changements morphologiques se produiront afin 
de générer un trophozoïte. La maturation des trophozoïtes amène à la différenciation en 
schizontes et ensuite en mérozoïtes. Cette division asexuée permet la génération de plus de 32 
mérozoïtes pour chaque mérozoïte initial, après une période de 2 à 3 jours, dépendant de 
l'espèce du parasite. À la suite de la rupture de l'érythrocyte, il y a libération de mérozoïtes, 
des déchets métabol iq ues du paras ite ainsi que du pi gment pa ludéen, l' hémozoïne (H z). La 
libération des mérozoïtes permet la propagation de l'illfection à d'autres érythrocytes et la 
continuation du cycle de vie de Plasmodium. Suite à l'invasion des érythrocytes, une infime 
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proportion de parasites asexués va se différencier en gamétocytes mâles et femelles, qui sont 
essentiels pour la transmission de l'infection à d'autres hôtes par le vecteur (Goldsby et 
Goldsby, 2003b; Hisaeda et al., 2005). Le cycle de vie de Plasmodium comporte aussi une 
pal'tie sexuée qui se déroule chez l'insecte (Goldsby et Goldsby, 2003b; Vlachou et al., 
2006). 
1.1.2 Modèle de laboratoire 
Chez "humain, P. vivax. P l11alariae, P.ovale el P. falciparium causent le paludisme, 
avec différentes répercussions chez les individus infectés (Stevenson et Riley, 2004). De plus, 
P.falciparum. J'espèce la plus commune en Afrique et au sud du Sahara, est responsable de la 
majeure partie des infections mortelles dans ces régions (WHO, 2006b). L'infection par 
Plasmodiumfalciparum peut entrainer des complications sous la forme cérébrale ainsi qu'une 
anémie sévère, tout dépendant de l'âge de la personne infectée (Fernandes et al., 2008), 
Plusieurs espèces de Plasmodium murin ont été isolées à partir des rongeurs sauvages en 
Afrique (ThamJ1omys rutilons). La biologie des espèces de Plasmodium des rongeurs semble 
paltager quelques caractéristiques communes à P.falciparuJ11. P. berghei a été la première 
espèce découverte chez les rongeurs sauvages en 1948. Depuis Ce temps, plus d'une dizaine 
d'espèces de Plasmodium furent découvertes. Les pri nci pales espèces uti 1isées en recherche 
sont mentionnées dans le Tableau I. 
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Tableau 1 : Espèces de Plasmodium murin principalement utilisées en recherche. 
Préférence dans Organes de Pa thologie associée Espèces Souche l'in fection des 
séquestration à la létalitééryth rocytes 
Ct:rveau. pouillon ètP.herghei Al"\KA Réticu 'ocytes Paludisme cérébral tissus ad ipeux 
Réticulocytes liP.yoelii .l'oelii 17X Cerveau Anémieérythrocytes 
Anémie et Réticulocytes elP.yoelii yoelii 17XL paludisme cérébral érythrocytes (Sarfo el al.. 2005) 
P.cltnbaur/i AS Rein et cerveau É:rYlhrocytes Anémie
c!tnb ail di 
P.c!/{/baudi A.I Rein É:rythrocytès Anémie
c!tnbmuli 
P.c!/{/baudi ar/ami DS Érythrocytes Anémit: 
P.cltnbaur/i ar/ami f)1( Ér) throcytcs Anémie 
P. viuckei viudei Erythrocytes Anémie 
(Tableau inspiré de Lamb et al, 2006) 
Tout dépendant de l'espèce de l'lasmodium mUlïn utilisé, les caractéristiques de 
l'infection varient, ce qui dépend aussi de "haplotype de souris utilisée. Les souches de 
souris ainsi que l'espèce et la souche de Plasmodium rnurin influl;ncent grandement les 
signes pathologiques qui peuvent s'apparenter avec ceux du paludisme hUlllain (Lamb et al., 
2006). Donc, chacune des souches murines présente des caractéristiques génétiques qui la 
prédisposent à une certaine réaction en réponse à une infection par Plasmodium. 
1.1.3 Plasmodium chabaudi adami 
P. chahaudi (P.e) est un parasite rnurin découvert en 1965 pal' Landau, qui partage 
plusieurs similitudes avec P. (alCljJarul11 tel que l'infection des érythrocytes matures et la 
séquestration (Taylor-Robinson, 1995) et qui représente le modèle murin le plus exploité 
pour étudier les mécanismes illîlllunitaires et les vaccins (Stevenson et Riley, 2004; Lamb et 
al., 2006). Les souches P. c. adami DS et DK ont des infections et des caractéristiques très 
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différentes chez la souris BALB/c (Figure 1,1), ce qui s'avère utile pour étudier les facteurs 
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Figure 1,1: Progression de la parasitémie en fonction du temps (Cambos et al., 2008) 
La souche DK est caractérisée par une infection non létale où la parasitémie progresse 
lentement pour atteindre un pic, de 17 à 23 %, et ensuite disparaître sur une période d'environ 
15 jours. De plus, l'apparition des réticulocytes, le dernier précurseur avant les érythrocytes, 
est observée un à deux jours après J'atteinte du pic d'infection, permettant ainsi une 
diminution du niveau d'anémie (Villeval el a!., 1990). La souche DS donne lieu à une 
infection létale oLI la parasitémie progresse très rapidement et 1'011 observe un niveau de 
réticulocytes comparable à celui des souris naïves pendant toute la période de linfection; il 
est probable que la souche DS de Plasmodium chabaudi adam; entraîne une inhibition de 
l'érythl'Opoïèse. (Villeval et al., 1990). Ces cinétiques d'infection som aussi observées chez 
des souris A/J, C57BLl6 et C3H et CD 1 (Scorza, donnés non publiés). Les mécanismes qui 
expliquent la différence en virulence entre les deux souches ne sont pa:; encore connus. 
1.2 Érythropoïèse 
Les érythrocytes proviennent de la différenciation des cellules souches de la moelle 
osseuse, un phénomène dénommé érythropoïèse (Longpré, 1994). Celle-ci commence par la 
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différenciation des cellules souches pluripotentes en cellules souches myéloïdes (CFU­
GEMM). Les CFU-GEMM sont à la base de toutes les cellules sanguines myéJoïdes, en 
excluant les lymphocytes T et B, ainsi que les cellules dendritiques lymphoïdes. Par la suite, 
les CFU-GEMM se différencient en précurseur BFU-E (burst-forming-unit-erythroid) qui, à 
leur tour, se différencient en précurseur CFU-E (colony-fonning-unit-erythroid) (Longpré, 
1994; KOUi)' el al., 2002). Les précurseurs CFU-E forment des colonies d'au moins 50 
érythroblastes polychromatophiles et d'érythroblastes orthochromatophiles après une culture 
sur milieu semi-solide de deux et quatre jours, chez la souris et l'humain respectivement 
(Chang et Stevenson, 2004a). La progéniture immédiate du CFU-E est le proérythroblaste 
(pronormoblaste) qUI est le premier précurseur cellulaire, morphologiquement 
reconnaissable, de la lignéeérythroïde. Ensuite. le proérythroblaste continue sa maturation 
pour devenir un érythroblaste basophilique, qui devient ensuite un érythroblaste 
polychromatophile . (Longpré, 1994; Chang et Stevenson, 2004a). Subséquemment, 
l'érythroblaste polychromatophi le devient un érythroblaste orthochromatophi le (normoblaste) 
qui est le précurseur de l'érythrocyte polychromatophile ou réticulocyte. Les réticulocytes 
représentent les derniers précurseurs avant le stade final de maturation qui est celui des 
érythrocytes (Longpré, 1994; Chang et Stevenson, 2004a; Chang et al .. 2004) (Figure 1,2). Il 
est a noter que nous retrouvons que très peu de réticulocyte dans la circulation sanguine, sauf 
ceux ayant atteint un stade très haut niveau de maturation. Plusieurs filcteurs de croissance et 
des cytokines, en plus de l'érythropoïétine (EPO), doivent être présel1ts afin de promouvoir 
l'érythropoïèse, inc 1uant le facteur de sti mulation de colonie de granu locytes (G-CSF), les 
interleukine (IL)-l, IL-3, IL-4, IL-6, IL-9 et IL-II, le facteur de croissance des cellules 
souches (SCF) et le facteur de croissance de l'insuline-] (lG F-\) (Wickramasinghe et 
Abdalla, 2000; Chang et Stevenson, 2004a). 
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Figure 1,2 : Illustration des différents précurseurs érythropoïétiques, 
www.graphicpulse.com/medill/wblood.htm 1 
Dans le passé. les différents précurseurs étaient identifiés sur la base de leurs différences 
morphologiques. Maintenant, de récentes techniques permettent d'identifier les différents 
précurseurs grâce aux différents marqueurs de surfaces. 11 est donc possible de bien 
discriminer les différents stades de di fférenciation. Le tableau Il nous montre quelques 
marqueurs de surface exprimés par les précurseurs érythropoïétiques. 
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Tableau Il: Principaux marqueurs de surface exprimés par les précurseurs 
érythropoïétiques chez la souris. 
c-Kil C071 TERI19 LPOR Hh 
BfU-E + - + 
­
"" 








+-r+ +-'- ++ -/+
hasopililique 
Érythrohlaste ,.
- ++ --+. -,-r ++polychromalique 
Érythrohlaste ;
- + +++ -/+ ++++
onhochrl11atique 
Réticlilocyle - -/+ +++ - ++++ 
Érythrocyte - - +++ - ++++ 
(Tableau inspiré de (Lamikanra et al., 2007) 
1.3 Anémie 
Dans des conditions normales, le volume érythrocytaire et la concentration d'Hb restent 
en équilibre. Afin de préserver cet équilibre, des mécanismes régulateurs assurent la 
production des érythrocytes par la moelle osseuse et leur destruction par le système 
réticuloendothélial. De plus, le recyclage du fer dans le foie contribue au maintien de cette 
homéostasie (Weiss et Goodnough, 2005). L'anémie est donc une rupture de ce fragile 
équilibre, caractérisée par une diminution du nombre d'érythrocytes, du volume 
érythrocytaire et de la concentration d'Hb circulant dans le sang (Longpré, 1994). L'anémie 
survient lorsque les érythrocytes ne sont plus capables d'apporter suffisamment d'oxygène 
aux différents tissus de l'organisme. Lors de j'anémie, un dérèglement dans l'homéostasie du 
fer se produit, engendré par une augmentation de la l'ecapture et de la rétention du fer par les 
cellules du système réticuloendothéliales. Cette rétention du fer limite sa disponibilité pour 
les précurseurs érythropoïétiques (Weiss et Goodnough, 2005). L'anémie touche tous les 
groupes de la population, mais ce sont SUt10ut les femmes el les enfants qui sont 
Il 
principalement ciblés dans les pays tropicaux et subtropicaux (WHO, 2006a). Chez 
l'Homme, il y a présence d'anémie quand le taux d'Hb est inférieur à 110mg/mL et que 
l'hématocrite est inférieur à 33 % (Longpré, 1994; Menendez el 01., 2000). Pour ce qui est 
d'une aném ie sévère, la concentration d' Hb sangui ne est infér ieure à 50mg/mL et 
l'hématocrite est inférieur à 15 % (Menendez et al., 2000; Suh et al., 2004). Chez la souris, 
lcs valeurs normales d'héméltocrites et d'hémoglobines sont de 44 % ct de 134mg/mL, 
respectivement, ce qui correspond aussi aux valeurs normales chez l'Homme (Fox, 1984; 
Longpré, 1994). 
1.3.1 Causes et mécanismes de l'anémie hémolytique 
Le paludisme cause une anémie hémolytique intravasculaire caractérisée par une 
l'éduction de la durée de vie des érythrocytes (Clark et 01., 2006) ainsi que par la non­
compensation de l'érythropoïèse dans la production d'érythrocytes (Longpré, J994). 
Normalement, l'anémie apparaît suite à une augmentation de la destruction des érythrocytes, 
soit par hémolyse, cause principale de l'anémie paludéenne, ou lors d'une hémorragie. Afin 
de contrer cette destruction d' érythrocyl es, le rei n augmente 1a prod uction d' EPO (Longpré, 
1994; Baratin et al.). 
L'EPO est une glycoprotéine plasméltique stimulallt l'érythropoïèse. vraisemblablement 
produite en majeure partie par le rein et dont la sécrétion est induite par l'hypoxie (Chang et 
Stevenson, 2004 b). L'EPO promeut l' érythropoïèse en sti mu1ant la pral ifération, la 
différenciation et la maturation des précurseurs érythropoïétiques. L 'augmentation de 
l'érythropoïèse permet ainsi l'accroissement du nombre d'érythrocytes dans la circulation 
sanguine et l'élimination de l'anémie lors de l'infection par Plasmodium (Chang et 
Stevenson,2004a). 
La pl'ésence de Plasmodium entraîne une diminution de la production d'érythrocytes qui 
n'est pas due à un déficit d'EPO, mais bien à d'autres facteurs, puisque "EPO se retrouve à 
une concentration optimale dans le sérum (Mohan et Stevenson, 1998a; Martiney et al., 2000; 
Chang et Stevenson, 2004b). Par contre, certaines cytokines produites durant l'infection, 
comme le facteui' de nécrose tumoral (TNf)-a, suppriment l'érythropolèse (Casals-Pascual el 
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al, 2006). Des concentrations de TNF-ù., diL-l cx/~ et dïnterféron (IFN)-')'. directement 
dépendantes de la sévérité de la maladie, ont été observées chez I"Homme (Menendez et al., 
2000). Ces mêmes cytokines ainsi que l'oxyde nitrique (NO) participent à la dépression de la 
moelle osseuse, à la dysérythropo'lèse et à l'érythrophagocytose qui conduisent à l'anémie 
paludéenne (Kul1Zhals et al., 1998; Menendez et al., 2000). De plus. l'action de l'EPO est 
diminuée par l'effet inhibiteur des cytokines pro-inflammatoircs sur la prolifération des 
précurseurs érythropo'létiques. En parallèl e, 1a régu 1ation ft 1a baisse des récepteurs de l' EPO 
ainsi que la faible quantité de fer présent sont d"autres facteurs influençant l'inhibition de la 
prolifération cellulaire ainsi que l'inhibition de la synthèse de l'Hb (Weiss et Goodnough, 
2005). Comme le fer est capté sous la forme d'hémozo'lne (Hz) qui n'est pas métabolisée, il 
est donc impossible de le réutiliser (Weatherall et al., 2002). 
La rupture des érythrocytes, qui permet la libération de mérozo'ltes à la fin du stade de 
développement asexué, représente une des plus importantes causes de l'anémie (.landi. 1987). 
De plus, certains chercheurs suggèrent qu'une augmentation dans la phagocytose des 
érythrocytes non infectés aUl'ait un impact majeur sur l'anémie suite à une infection par 
Plasmodium (Waitumbi el ol., 2000: Evans el al., 2006). 
La destruction accrue des érythrocytes est influencée par une plus courte durée de vie des 
érythrocytes. par la phagocytose par les macrophages des érythrocytes infectés et non infectés 
(Clark et al., 2006), par l'hémolyse impliquant le complément et par la perte des protéines 
régulatrices du complément à la surface des érythrocytes (CR 1 et CDS5) (Chang et 
Stevenson, 2004a; Mackintosh et al., 2004). 
Pour ce qui est de la diminution de la production d'érythrocytes, des anomalies 
morphologiq ues chez 1es précurseurs érythropo'létiq ues ont été 0\ .servées, ai nsi que la 
dysérythropo'lèse (Clark et al., 2006), due à l'effet des facteurs parasitiques, des cytokines 
inflammatoires et par la présence des infections concomitantes (Paul et BI'ey, 2003; Chang et 
Stevenson, 2004a). Ces mécanismes sont influencés par l'âge. par la grossesse, par le statut 
immunitaire antipaludéen. par la génétique de la personne ainsi que par le niveau local 
d" épidém ie (Menendez et al., 2000). 
13 
Un autre phénomène pouvant soutenir l'anémie, lors d'une infection par Plasmodium, est 
lié à la production de NO qui semble inhiber la pompe Na"/K- chez les érythrocytes et 
engendl'er une perte de leur flexibilité (Clark et al., 2006). La rate pnmet J'élimination des 
particules inertes, des différents rathogènes et des érythrocytes sénescents ou avec des 
aberrations. Donc, lorsque les érythrocytes non flexibles entrent dans la rate, ils n'ont pas la 
capacité de passer au travers des cellules épithéliales et sont phagocytés par les macrophages 
et ensuite éliminés (Krucken et al, 2005). Tout comme le NO, il semblerait que l'Hz, en 
augmentant le stress oxydatif, causerait un durcissement de la mem brane des érythrocytes 
non infectés (Dondorp et al., 2003). Lors d'une infection par Plasmodium, on remarque la 
production de plusieurs cytokines inflammatoires, entre autres le MlF qui aurait une 
importance dans l'inhibition de l'érythropoïèse (Calandra et Roger, 2003) et, par le fait 
même, dans l'augmentation de l'anémie, Le MlF inhibe l"érythropoïèse de plusieurs façons: 
inhibition de la production de précurseurs érythropoïétiques, diminution de la quantité d'Hb 
produite, diminution de la production de réticulocytes et diminution de la cytodifférenciation 
(Martiney et al., 2000; McDevitt et al., 2006). De plus, des facteurs parasitaires, comme l'Hz, 
engendrent une augmentation de la production de MlF et donc une augmentation de 
l'inhibition des précurseurs érythropoïétiques (Casals-Pascual et al., :'.006). Le MlF permet 
la sécrétion des cytokines pro~inllammatoires, comme le TNF-a et l']FN-y, et ces mêmes 
cytokines induisent, à leur tour, la production de MlF (Gando el al., 2001; Lue el al, 2002; 
Yan el al., 2006), 
1.4 Cellules NK (Tueuses naturelles) 
Lors de l'infection par Plasmodium, plusieurs types cellulaires sont activés durant 
l'inflammation, Dans la réponse immunitaire précoce, l'IL-12 et IL-18 produites par les 
macrophages et cellules dendritiques activent les cellules Natural Killer (NK), qui à leur tour 
secrètent l'IFN-y et expriment des marqueurs d'activation (CD25 et le CD69) (Stevenson et 
Riley, 2004, Roetynck et aL, 2006b). Il est impoltant de mentionner que les lymphocytes 
sont subdivisés en trois populations: les lymphocytes T, les lymphocytes B et les cellules 
Natural Killer (NK). Nüus nous SOml1"ll;S intéressés aux cellules NK, puisque dans la phase 
pl-écoce du paludisme elles semblent être les principales productricr-s d'IFN-y (Artavanis­
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Tsakonas et Riley, 2002). En plus, leur cytotoxicité est augmentée rapidement lors de la 
réponse innée suite à une infection par Plasmodium. Les cellules NK sont de larges 
granulocytes qui n'expriment pas les marqueurs habituels des lymphocytes B et T. Ces 
cellules sont nommées NK puisqu'ils ont une cytotoxicité non spécifique. Elles composent de 
5 à 10% de la population lymphocytaire circulatoire et jouent un rôle primordial dans la 
réponse immune contre des pathogènes et des tumeurs (Hayakawa et Smyth, 2006). De 
récentes études démontrent que les cellules NI< influencent l'immunité innée et acquise. De 
plus, elles jouent un rôle important dans la régulation de la réponse immunitaire (Goldsby et 
Goldsby, 2003a) par ses interactions avec les cellules présentatrices ri'antigène (CPA), plus 
particulièrement les cellules dendritiques. La présence de cellules NI< est observée dans 
plusieurs organes, et ce, tout au long du développement, dans la moelle osseuse, dans le foie, 
dans le thymus, dans les nodules lymphatiques et dans la rate, et ce, dans des proportions 
différentes (Di Santo et Vosshenrich, 2006). 
L'activité des cellules NK est stimulée par l'IFN-a, l'IFN-~ et de l'IL-12. Après 
stimulation, les cellules NK sécrètent des perforines, granzymes et plusieurs ligands de la 
famille des T'NF qui vont conduire à l'apoptose des cellules transformées. De plus, elles 
sécrètent: 1'1NF-y, et les lL-I~, IL-2, IL-3, lL-4, 1L-S, IL-6 et IL-13, le facteur de stimulation 
des colonies macrophages (M-CFS), le facteur de stimulation de colonie des granulocytes et 
des macrophages (GM-CFS), le facteur de stimulation de colonie des granulocytes (G-CFS), 
facteur d'inhibition de leucémie (UF) et le TNF-a (Saito et aL, 1993; Roetynck et aL, 2006a; 
Yoon et al., 2007). L 'IL-2 et l'JFN-a/~ entraînent une augmentation des capacités 
cytolytiques des cellules NK. Suite à leur activation, les cellules NK vont directement lyser 
les cellules cibles par l'exocytose des perfOl'ines et des granzymes ou sécréter des cytokines, 
comme l'IFN-y et le TNF-a qui font partie de la réponse immunitaire (Lodoen et Lanier, 
2006). La sécrétion c!'INF-y, par les cellules NK, nécessite la présence de l'IL-12, mais aussi 
la présence de monocytes/macrophages (Lodoen et Lanier, 2006; Roetynck et al., 2006a; 
Roetynck et aL, 2006b). De récentes études démontrent qu'en pl us de 1ï L- 12, 1'1 L-I 8 est 
essentielle à la production de l'lFN-y par les cellules NI< (Hayakawa et Smyth, 2006; 
Reading et al., 2007). L'effet de l'IFN-y sur les cellules NK est remarquable, puisqu'elle 
permet leur activation et 18 production de TNF'-a. d'IL-12p40 et de granzyme B. De plus, 
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cette cytokine pro-inflamm(}toire peut agir de manière autocrine ou paracrine sur les cellules 
NK (Mavoungou et al., 2003). 
Les cellules NK reconnaissent principalement leurs cellules cibles par leurs propres 
récepteurs, et éliminent les cellules tumorales ou infectées par un virus lorsque les cellules 
ont une déficience du com plexe majeur d' histocom pati bi 1ité (CM H) de classe J. Cette 
élimination spécifique est dépendante de la liaison du complexe inhibiteur CD94/NKG2A, 
qu'on retrouve chez les humains et les souris, et d'un récepteur inhibiteur de la f(}mille Ly49 
chez la souris et du récepteur KIR (kil/el' cell immunoglobulin-like receptor) chez les 
humains (Yoon et al., 2007). 
De "écentes données montrent que les cellules NK expriment différents récepteurs des 
chimiokines ainsi que plusieurs molécules d'adhésion qui régulent leur mobilité in vivo et in 
vitro. Chez la souris, une activation des cellules NK par le ligand CX3CR 1 (fractalkine) est 
obser'vé, ce qui suggère une expression fonctionnelle des récepteurs de chimiokines Sur les 
cellules NK. Le recrutement des cellules NK dans le site de stimulation tumorale est guidé 
par un mécanisme dépendant du TNF-u. Les cellules NK ont donc la ,:ap(}cité de migrer vers 
un site de réponse immune dans un contexte de gradient de chimiokines ou de cytokines 
(Hayakawa et al.. 2006). 
1.4.1 Développement des cellules NK 
Le mécanisme détaillé selon lequel les précurseurs des cellules NK (pNK) se développent 
en cellules NK matures n'est pas encore complètement élucidé. Les cellules NK acquièrent 
un phénotype de surface spécifique ainsi que leur fonction cytolytique durant le processus de 
différenciation. Les pNK se retrouvent principalement dans la moelle osseuse, mais on en 
retrouve aussi dans le thymus, dans la rate et dans les nodules lymphatiques (Yoon et al., 
2007). Chez la souris, les pNK expriment le C0122, une sous-unité commune du récepteur 
de l'IL-2/IL-15. Par ce récepteur, l'IL-J5 produite par les macrophages et les cellules 
slromales, induit le signal critique dans la maturation des cellules NK et l'expression du 
marqueur NK 1.1 ainsi qu'un nombre d'autres récepteurs fonctionnels tels que C094INKG2A 
et Ly49. Les cellules NI( matures expriment fortement le CO Il b (Mac-l) et le C043 (Figure 
• • 
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1)) (Di Santo. 2006; Di Santo et Vosshenrich, 2006; Hayaka\lva et al., 2006). Le 
microenvironnement de la moelle osseuse est la source principale des cytokines qui facilitent 
la différenciation et les cellules stromales assistent le miuoenvironnement dans la maturation 
complète des cellules NK (Yoon et al., 2007). 
iNK 











figure 1,3 : Marqueurs phénotypiques caractérisant le développement des cellules NK (Di 
Santo, 2006) 
1.4.2 Rôles des cellules NK dans le paludisme 
Une augmentation marquée et rapide de la cytotoxicité des cellules NK a été remarquée 
durant les infections par une variété de parasites protozoaires, comme le Plasmodium, ce qui 
suggère que les cellules NK ont un rôle dans l'immunité innée contre ces pathogènes. Il 
semble que les cellules NI<. soient la source principale d'I FN-y dans la phase précoce de 
l'infection, donc avant qu'une activation des cellules T spécifiques du parasite se produise 
(Stevenson et Riley, 2004). li devient donc de plus en plus évident que les cytokines 
produites influencent la forme sanguine paludéenne, et que la production précoce d' IFN-y 
joue un rôle majeur dans ce processus (Stevenson et Riley, 2004; Roetynck et al., 2006a). Il 
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devient aussi évident que les cellules NK, par leur action dirfcte sur les fonctions 
immunitaires effectl'ices, participent non seulement au contrôle initial d'infections 
microbiennes, mais aussi dans rinitiation de la réponse immunitaire adaptative (Roetynck et 
al., 2006b). Dans la phase précoce d'infection par P. chabaudi AS. un rôle protecteur fût 
attl'ibué aux cellules T auxi 1iaires (TH 1) soutenue par la production de cytokines pro­
inflammatoires, comme l'INF-y et ie TNf-a, tandis qu'une réponse TH2 semble favoriser le 
développement d'un paludisme sévère et mortel (Roetynck et al., 2006b). De récentes études 
démontrent que la déplétion des cellules NK par un anticorps anti-NK 1.1 induit une 
augmentation dans la susceptibilité des souris C57BL/6, à l'infection par P.C. chahaudi 
(souche 54X) (Wiser et al., 1997). Une activité accrue des cellules NK est remarquée au pic 
de l'infection chez des souris C57BL/6 infectées avec P. chabaudi (Eugui et Allison, 1980; 
Roetynck et aL, 2006a). Il semble que la production de cytokines par les cellules NK, et non 
la cytotoxicité, contribue à la résistance contre les in lections au niveau sanguin par f. 
chabaudi (Roetynck et al., 2006a). 
La stimulation des cellules NK par des érythrocytes infectés par P/2!imodiuJ11 augmente la 
production d'IFN-y et régule à la hausse les marqueurs d'activation tels que le C025 et le 
C069 (Lodoen et Lanier, 2006). Pour qu'une pl"Oduction d'IFN-y se produise, la présence 
d'IL-12 est nécessaire, mais ni le type cellulaire produisant l'IL-12 ni le mécanisme en 
réponse à des érythrocytes parasités ne sont pas encore déterminés. Par contre, des cellules 
NK purifiées mises en présence d'érythrocytes infectés ne produiront pas d'IFN-y. Comme 
dit précédemment la présence de monocytes/macrophages est essentielle à la production 
d'If-N-y (Roetynck et aL, 2006b). C'est la production de l'IL-18, par les 
monocytes/macrophages, qui permet la sécrétion d'IFN-y par les cellules NK, lors de 
l'infection par Plasmodium (Roetynck et al., 2006a). Les récepteurs de type Toii (TLR), plus 
précisément les TLR-2, 9 et 11 sont individuellement impliqués dans l'activation des cellules 
NK, et ce, par l'activation de My088, un adaptateur universel des TLR nécessaire à 
l'activation du NF-K8 (Gazzinelli et Denkers, 2006). L'expression du récepteur de l' IL-18 
pal' les cellules NK: et la production d'IL-18 par les macrophages sont des composantes 
essentielles dans l'activation des cellules N 1< durant l'infection par l'lasl11odiul11 (Baratin et 
al .. 2005) 
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1.4.3 Cellules NK et MlF 
Une étude précédente a démontré que le MI F, une cytoKine pro-inflammatoire se trouvant 
dans l'humeur aqueuse, produit une inhibition immédiate de la cytotoxicité engendrée par les 
cellules NK chez les cellules cibles normales et chez des cellules néoplasiques (Apte et al., 
1998). Le MlF n'a pas un effet toxique direct sur les cellules NK, mais il agit plutôt en 
exerçant son effet inhibiteur en détériorant la libération des granules de perforines 
cytolytiques par les cellules NK. L'effet immunosuppressif de MlF e~.t restreint aux cellules 
NK (Apte et al., 1998). Une autre recherche a démontré que le MlF induit une inhibition de 
l'activité cytotoxique des cellules NI( (Arcuri et al., 2006). 
Une récente recherche a démontt'é que les cellules NK utérines (uNK) sont une source et 
une cible de MTF, ce qui démontl'e que cette cytokine a un rôle important dans la 
reproduction chez les humains (Arcuri et al., 2006). La neutralisation de MlF par un anticorps 
neutralisant augmente l'activité cytolytique des cellules uNK, ce qui confirme son rôle 
comme immunorégulateur de cette population lymphocytaire (Arcuri et al., 2006). 
1.5 Ftlcteur d'inhibition de migration des macrophages (MlF) 
Le MfF est l'une des premières cytokines à avoir été identifiée, comme ayant une action 
dans la réponse immunitaire innée et acquise (Augustijn et al., 2006). De plus, le MlF est 
aussi considéré comme une hormone et une enzyme (Kleemann el al, 2000). Le MlF est 
exprimé par plusieurs cellules et tissus, mais principalement par ceux qui ont un contact 
direct avec l'environnement de l'hôte. Les principales sources de MlF dans le système 
immunitaire sont les lymphocytes T, les monocytes/macrophages, les lymphocytes B, les 
cellules dendritiques sanguines ainsi que plusieurs autres cellules (Baugh et Bucala, 2002; 
Calandra et Roger, 2003). Une sécrétion de MlF, par les cellules de l'hypophyse antérieure, a 
été remarquée et s'avère essentielle dans la réponse intlammatoire, puisque le 
lipopolysaccharide (LPS) induit la libération de MlF chez l'hypophyse antérieure, ce qui 
permet l'induction de la réponse inflammatoire (Bernhagen et al., 1998). Donc, le MlF a une 
action sur le système endocrinien et sur le système immunitaire. Le MlF est impliqué dans 
une multitude de maladies, tel le choc septique, "arthrite rhumatoïde, 1"athérosclérose, les 
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maladies inflammatoires pulmonaires, les réactions d'hypersensibilitts retardées, les colites 
ulcératives ainsi que le cancer (Clark et A\\:burn, 2002; Lue et aL, 2002: Morand et aL, 2006; 
Lue et aL, 2007). 
Le MlF est un médiateur des macrophages et des lymphocytes T, permettant de réguler 
les effets anti-inflammatoire et immunosuppressif des glucocorticoïdes. Les glucocorticoïdes 
sont des hormones stéroïdiennes sécrétées par la glande corticosurrénale qui ont uné action 
sur le métabolisme des glucides et des protéines (Silvelthorn el ol., 2000), et inhibe les 
cytokines produites par les macrophages et les cellules T (Baugh et Bucala. 2002; Calandra et 
Roger, 2003). Des recherches montrent un rôle diamétralement orposé pour le MlF dans la 
prolifération des lymphocytes T (Ziino et al., 2005); (Mitchell et aL, 1999). Le MlF permet 
aussi de moduler l'adhérence, la phagocytose ainsi que l'augmentation de l'activité anti 
tumorale des macrophages (Baugh et Bucala, 2002). Le MlF est exprimé constitutivernent de 
manière intracellulaire et, lors de sa sécrétion, il ne requielt pas la synthèse de novo. Pour sa 
sécrétion, le MlF n'emploie pas la voie classique, soit le réticulum endoplasmique et 
l'appareil de Golgi, mais plutôt des mécanismes non classiques (McDevitt et al., 2006). En 
effet, la sécrétion de MlF requiert la fonction des protéines transporteurs ABC, dans au moins 
une des étapes du processus sécrétoire (Flieger et al., 2003). La sécrétion de MlF par le 
macrophage est rapide et des concentrations de LPS, de 10 à 100 fois inférieures à celles 
requises pour induire la production de TNF-a, sont nécessaires (Baugh et Bucala, 2002). Le 
MlF est aussi reconnu comme un médiateur de la réponse inflammatoire chronique et aiguë. 
Comme il fonctionne de manière autocrine et paracrine, le MlF a un effet stimulant sur la 
croissance cellulaire et augmente la production des cytokines. et des molécules 
inflammatoires (Nishihira, 2000). Il est libéré dans la circulation suite à un traitement avec de 
l'endotoxine ou par des cytok ines pro-i nflammatoires incl uant le TN F-a et 1ï FN-y, ai nsi 
qu'en pl-ésence d'Hz (Bernhagen et aL, ]998; Calandra et Roger, 2003). Le MlF est une 
cytokine pro-inflammatoire qui agit directement en activant l'expression de TNF-a, dïL-I~, 
d"IL-2, d"rL-6, dïFN-y, la libération NO, l'expression des métalloprotéases 2 et l'induction 
de ]a cyclooxygéllase Il (COX Il). La présence de MlF est nécessailè afin de maintenir un 
niveau optimal d'IL-l, de TNF-a et de Prostaglandine E 2 (PGE2)(Leng el ul., 2003). 
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1.5.1 Mode d'action de MlF 
ri a été démontré que le CD74, la chaîne invariante du CMH 11 ayant une structure 
transmembranaire de type II trimérique (Leng et ill., 2003), se lie au MlF avec une forte 
affinité de liaison (Yan et al., 2006). Le CD74 est exprimé par les macrophages, les cellules T 
matures et les cellules B. Pour que le récepteur de MTF active la cascade cellulaire, le CD74 
doit être couplé avec le CD44 (H-CAM). Le CD44 est une glycoprotéine membranaire de 
type l qui est exprimée par une variété de cellules. comme les macrophages, les leucocytes, 
les érythrocytes et les fibroblastes (lMGENEX, 2007). Lorsque MlF se fixe sur le CD74, il 
engendre la phosphorylation de la partie cytoplasmique du CD74 et du CD44, ce qui permet 
l'activation de la kinase Src (Virus du sacorma de Rous). ce qui entraîne la cascade 
enzymatique emmenant à l'activation d'ERK 1/2 (extracellular signal-regulated kinases). 
Cette activation conduit à la phosphorylation de la phospholipase A2 cytoplasmique (cPLA2) 
et à l'induction de la voie pro-inflammatoire (Calandra et Roger, 2003; Shi et al., 2006). 
L'activation de la voie pro-inflammatoire inhibe la protéine p53 et induit l'inflammation, la 
croissance cellulaire et la tumorogenèse (Mitchell el 01., 2002). La protéine p53 a comme rôle 
d'inhiber temporairement le cycle cellulaire, pour permettre à la cellule de réparer l'ADN 
lorsque celui-ci est endommagé. Si l'ADN endommilgé est irréparable, la protéine p53 induit 
l'apoptose de la cellule (Toledo et Wahl, 2006). De plus, cPLA2 est la principale cible pour 
contrôler l'inflammation, puisqu'elle pèut être inhibée par les glucocorticoïdes (Baugh et 
Bucala, 2002; Calandra et Roger, 2003). À part l'induction de la voie pro-inflammatoire, il y 
a une activation des facteurs de transcription EST et PU. 1, ce qui engendre une augmentation 
des TLR-4 à la surface des macrophages et qui confère à MlF un rôle important dans la 
réponse immunitaire innée (Roger et al., 200]; Calandra et Roger, 2003). 
L'interaction entre MIF et Jab-1 (Jun activating binding protein) serait la base 
moléculaire de l'action de MlF (Kleemann et al., 2000). Le complexe Jab-I/CSN5 (JUN­
activation domain-binding protein ] et COP9 signaiosollle subunit 5) active le JNK (.JUN N­
terminal kinase) qui. à son tour, phosphoryle .1 UN, cette dernière fonctionne comme 
coactivateur de l'activateur AP-I (activator protein-J). impliqué dans la croissance cellulaire, 
dans la transformation et dans la mort cellulaire. Une autre fonction de Jab-I est l'induction 
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de la dégradation de la protéine suppresseur de tumeur p53. Les MlF et Jab-l sont localisés 
dans le cytoplasme, à proximité des membranes cytoplasmiques, et le MlF inhibe l'effet 
positif de la régulation de .Iab-l sur l'activité de .!UN et AP-I (Kleemann et al., 2000; 
Calandra et Roger, 2003; Lue et al., 2006). 
Récemment, il a été démontré que le MlF est un promoteur de la sUl'vie cellulaire par une 
activation rapide de la voie PI3-K/Akt (pllOsphatidylinositol 3-kinase/Akt), et ce, par son 
activité autocrine et paracrine (Lue et al., 2007). La voie Pl3-K/Akt semble supprimer 
l'apoptose et semble être impliquée dans l'angiogenèse, la migration des cellules 
endothéliales et comme dit précédemment promeut la survie cellulaire (Amin et al., 2003; 
Lue et al., 2007), La voie Akt est activée par la voie Pl3K, et la phosphorylation de Akt se 
produit 1 minute après le traitement avec du MlF recombinant humain, avec une activation 
maximale à 10 minutes (Amin et al., 2003). Le MlF active PI3K et Src et ceci est le lien entre 
i"activation de la voie Akt et l'augmentation de la survie cellulaire eng,;ndrée par MlF (Lue et 
al.,2007). 
Il ne semble avoir aucune interaction entre la cascade PI3-K/Akt et]a cascade MEK/ERK 
(mitogen-activated protein kinase kinase), puisqu'un inhibiteur spécifique de chacune des 
voies n'interagit pas avec l'autre. Par contre, chacune de ces voies est essentielle à l'action de 
survie cellulaire du MlF (Amin et al., 2003). 
1.5.2 MLF et le paludisme 
Lors d'une infection par P c. chahaudi AS, une augmentation de la production de MlF 
est observée (Martiney et al., 2000; McDevitt et al., 2006), due à la phagocytose des 
érythrocytes infectés, mais pouvant être occasionnée par la prise d'Hz par les macrophages. 
Le MlF conduit à l'inhibition de BFU-E, de CFU-GM et de CFU-GEMM, ce qui suggère 
qu'il est impliqué dans la pathophysiologie du paludisme associé à l'anémie (Martiney et al., 
2000). L'inhibition de BFU-E se traduit par une diminution de la production des 
érythrocytes; pour ce qui est du CFU-GM, son inhibition engendre une prolifération et une 
ditférenciation altérée des neutrophiles (Martiney et al., 2000). Comme le CFU-GEMM est 
"un des précurseurs de la plupart des cellules sanguines myéloïdes. une diminution de la 
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production des érythrocytes, des macrophages, des cellules dendritiques myéloïdes et autres 
est observée (Martiney et al., 2000; McDevitt el al., 2006), ce qui porte à croire que le MlF, 
par son action sur la production des érythrocytes, a une influence illlpoltante dans l"induction 
de l'anémie lors de l"infection par Plasmodium. De plus, le niveau de MlF en circulation est 
proportionnel à la sévérité du paludisme (McDevitt et al., 2006). 
Un autre phénomène important dans l'anémie, est l'inhibition dt l'érythropoïèse par le 
MlF, et ce, même en présence d'EPO (Martiney et al., 2000; McDevitt et al., 2006). La 
signalisation cellulaire de l'EPO implique la MAP (mitogen-activated protein) kinase 
(MArK) et j'action inhibitrice du MlF pourrait être soutenue par son efrel sur les MAPK 
(McDevitt et al., 2006). 
Une production de TNF-a chez les macrophages est remarquée, lors de la phagocytose 
des érythrocytes infectés ou de l'Hz, Le TNF-Cl, a été considéré comme un inhibiteur de 
l'érythropoïèse (Martiney et al., 2000) mais, suite à des expériences avec des anticorps 
neutralisants contre les TNF-a,IL-l~ et IFN-y, il a été conclu que ces cytokines ne sont pas 
des inhibiteurs puissants de l'érythropoïèse (Yap et Stevenson, 1994; McDevitt et al., 2006). 
De façon intéressante, l'IL-12 semble .iouel' un rôle impoltant dans l'anémie paludéenne chez 
les modèles murins. L'IL-12 protège contre les maladies sévères tel le paludisme, en 
améliorant l'érythropoïèse (Keller et al., 2006). Des injections d'IL-12, durant les premiers 
jours de l'infeclion par P. c. chabaudi AS, ont amenée à une ;,roduction accrue des 
précurseurs érythropoïétiques, une augmentation de l'hématocrite et une augmentation de la 
production de réticulocytes (Mohan et Stevenson, 1998b), ce qui aide à contrer l'anémie 
engendrée par l'infeclion. Néanmoins, la phagocytose d'Hz native par les 
monocytes/macrophages entraîne une surproduction de 1'1 L-l 0 qui est un antagoniste de l'IL­
12 (Keller et al., 2006), mais n'affecte par la production de TNF-a. De plus, on constate que 
la production de TNF-a est contrôlée par les cytokines anti-inflammatoires, comme 1'1 L-l 0, 
et qu'une faible concentration d'IL-JO entraîne aussi l'augmentation de la production de NO 
(Kurtzhals et al, 1998). 
Le MlF agit en synergie avec le TNF-a ou l'IL-12, pouvant favoriser '"anémie. L'Hz, les 
érythrocytes infectés et les autres produits d'origine parasitaire assurenl l'induction du TNF­
a, qui stimule l'érythrophagocytose et la désérythropoïèse de la moelle osseuse et donc, la 
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suppression de l'érythropoïèse (Martiney et al., 2000; McDevitt et al., 2006). 
L'érythrophagocytose amène à son tour à une production de TNF-a et dïL-I, qui stimule la 
pl"Oduction d' IFN-y, ce qUi augmente d'avantage l'activation des macrophages 
(Wickramasinghe et Abdalla, 2000). Des concentrations élevées en MlF induisent la 
sécrétion de TNF-a par les macrophages qui, en synergie avec l'IFN-y, génère la production 
de NO (Calandra (:{ al, 1994; Awandare el al, 2006). 
De récentes découvertes ont permis de démontrer j'existence d'un homologue structural 
du MlF mammalien chez les protozoaires: Plasmodium (PMIF) (Augustijn et al., 2006), 
Trypanosome (Reyes et al, 2006) , Toxoplasl71a gondii (Miska et 0/. 2007), et chez des 
nématodes (Augustijn et al., 2006). Pour le moment, cet homologue a seulement été décrit 
chez Pfalcipal'Um et chez P.herghei. Chez des parasites PM IF knock-out (KO) oU déficients 
en PMIF, une augmentation du nombre de réticulocytes en circulation a été observée chez les 
souris infectées (Augustijn et al., 2006). De plus, PMIF se lie au mème récepteur que le MlF 
mammalien, soit le CD74, avec une affinité plus élevée que celle du MlF mammalien. Des 
niveaux significatifs de PMIF sont retrouvés dans le cytoplasme des érythrocytes infectés. 
Une très faible homologie existe entre le MlF murin et le PMIF, il ne devrait donc pas y avoir 
de neutralisation du PMIF lors de l'ajout de l'anticorps neutralisant le MlF (Augustijn et al., 
2006). 
1.6 Récepteur du type TûLL (TLR) 
Durant les premiers stades de l'infection, il est imponant que le système immunitaire inné 
de l'hôte puisse détecter et répondre rapidement aux infections par des protozoaires et ces 
actions sont réalisés par les récepteurs de type TOLL (TLR). La réponse engendrer par les 
TLR permettre le développement de la réponse immunitaire adaptative. qui est nécessaire à la 
protection contre la réinfection (Gazzinelli et Denkers, 2006). Les TLRs sont essentiels dans 
plusieurs aspects de l'élimination des microbes, incluant Je recrut':l11ent des phagocytes 
juSqU',lUX tissus infectés ainsi que dans les étapes suivantes dans l'élimination des microbes. 
Les TLRs sont principalement exprimés par les cellules dendritiques et les macrophages, 
mais ils peuvent être exprimé par les cellules B et les cellules T (Takeda et Akira, 2005). Il 
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existe 13 TLR chez les mammifères, la souris exprime les TLR-l à 13, et exprime le TLR-I 0 
mais il n'est pas fonctionnel. 
Lors des infections par Plasmodium di fférents TLR vont être activé. Par exemple, le 
glycophosphatidylinositol (GP!) pl'ésent à !a surface des mérozoïtes va se lier au TLR-2 et 4 
(Gazzinelli et Denkers, 2006). De plus, il semble que l'hémozoïne, le pigment paludéen, se 
lie au TLR-9 (Coban et al., 2005; Gazzillelli et Denkers, 2006). Durant les infections par 
Plasmodium, il semblerait que l'expression du TLR-2 et du TLR-4 soient augmenté 
(Loharungsikul et al., 2008). Comme les cellules NK joueur un rôle important dans 
l'immunité innée contre une infection par Plasmodium, il est important de noter que le TLR­
2, -9 et -II sont impliqués dans l'activation de ces cellules (Gazzinelli et Denkers, 2006). 
1.6.1 MlF et TLR 
Le MlF semble avoir une action sur l'expression génique et protéine de certains TLRs. 
Par exemple, chez les souris déficientes en MlF ou lors d'un traitement avec un anticorps 
neutralisant, comme nous avons étudier dans cette étude, une diminution de l'expression 
génique et protéique du TLR-4 est observé ce qui entraîne une diminution de la production de 
TNF-a en présence de sont principal ligand, soit le LPS (Roger et al., 2001; Calandra et 
Roger, 2003). Par contre, "expression génétique du TLR-2 ne semble pas varier lors de la 
neutralisation du MlF intracellulaire (Roger et al., 2001). Pour ce qui est des autres TLRs, il 
nous est impossible de dire si leur expression change lors de la neutralisation du MlF puisque 
aucune étude n'a été fait dans ce domaine. 
La majeure partie des recherches effectuées sur le MlF a été faite avec des souris 
déficientes en MlF ou se sont des recherches de type descriptif. Sachant que le MlF est 
produit de manière constitutive, qu'il induit la production d'IFN-y et de TNF-a, et qu'il 
inhibe l'érytl1ropoïèse, est-ce que la neutralisation, et non J'élimination, du MlF sécrété aura 
une influence sur l'érythropoïèse et sur la production des cytokines pro-intlammatoire, dans 
le contexte d'une infection par Plasmodium. Pour ce faire, la neutralisation du MlF par lin 
anticorps monoclonal anti-MIF sera effectué et la production d'hémoglobine (l-Ib), des 
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différents précul'seurs érythropoïétiques et des certailles cyto"ines pro et anti-inflammatoires 
sera observée. Notre hypothèse est que l'anémie présente lors des infections par PLasmodium 
résulte d'un environnement inflammatoire qui lui varie en fonction de la quantité de MlF 
production, qui est influencé par différents facleurs, comme l' hémozoïne. Cette recherche 
nous permettra de voir si le MlF est l'un des facteul's influençant la virulence des différentes 
souches de PLasmodium, ce qui serait un avancement important dans la compréhension de la 
pathologie de PLasmodium. 
CHAPITRE II 
DÉMARCHE MÉTHODOLOGIQUE 
2.1 Souris, parasites et infection 
Des souris BALB/c femelles, de six à huit semaines (Charles Rivers), ont été infectées 
avec dix mille (\05) érythrocytes parasités (EP) de Plasmodium chabaudi adami OK ou OS 
par la voie intraveineuse (i.v.) ou par la voie intrapéritonéale (i.p.). La parasitémie a été 
calculée quotidiennement dans des frottis sanguins fixés au méthanol et colorés par une 
solution de 10% de Giemsa (Sigma, OakviJle, Canada). Les souris ont été euthanasiées dans 
une chambre à CO2, ou par une ponction cardiaque suivit d'une disl(lcation cervicale. Cette 
étude a été réalisée avec le consentement du comité institutionnel de protection des animaux 
(CIPA) de l'Université du Québec à Montréal (protocole 0705-R 1-508-0706). 
2.2 Purification d'anticorps et neutralisation du MlF ill vivo. 
L'anticorps neutralisant anti-MIF (clone 111.0.9, isotype IgG J) (gracieusement fourni par 
le Dr. Richard Bucala, Yale University) a été purifié comme décrit précédemment (Abe et aL, 
2001). L'anticorps isotype contrôle (IgG 1) a été purifié à partir d'un surnageant de culture de 
l'hybridome 504-1\ qui produit un anticorps spécifique pour le virus de la dengue de type 3 
(ATCC, Manassas, États-Unis). 
Pour étudier la contribution du MlF sécrété, des souris BALB/c (4 souris par groupe) ont 
été injectées avec l'anticorps neutralisant anti-MIF ou l'isotype contrôle (IgGI) (0,5 mg par 
la voie intrapéritonéale) trois jours avant le début de l'infection, le jour de l'infection, soit 
avec la souche OS ou la souche OK et à tous les trois jours suivants l'infection, et ce, 
jusqu'au sacrifice des souris. 
27 
2.3 Prélèvem en t des orga nes et isolemen t cellu la ire 
2.3.1 Prélèvement des cellules de la moelle osseuse 
La moelle osseuse a été isolée de fémurs de souris âgées de six à huit semaines et récoltée 
avec du RPMI J640 (GIBCO, Life technologies, Burlington, Canada) supplémenté de 100 
UlmL de pénicilline/streptomycine (GlBCO, Life technologies, Burlington, Canada). La 
moelle osseuse a été récupérée en expulsant l'intérieur de l'os avec une seringue de 0,5mL et 
d'une aiguille de 28 G contenant du RPMI. Les cellules ont été ensuite séparées par un 
pipettage délicat, et ce, à plusieurs reprises. Ensuite, les cellules ont ék lavées dans J 5 mL de 
RPMI 1640 à 1200rpm durant 10 minutes. Le culot cellulaire a été mis en suspension dans 2 
mL de RPMl contenant 10% de sérum bovin fœtal (FGS) (HyClone, Ottawa, Canada) et 100 
U/mL de pénicilline/streptomycine. 
Pour faire la différentiation des macrophages, les cellules une fois prélevée et laver, 
comme décrit précédem ment, ont été mises en cu Iture dans du DM EM High glucose 
(GIBCO, Life technologies, Burlington, Canada) sUflplémenté de ]00 U/mL de 
pénicilline/streptomycine (GIBCO, Life technologies, Burlington. Canada) et de 10% FBS 
(Hyclone, Ottawa, Canada) qui a été complété de 30% de surnageant de culture de la lignée 
de fibroblastes L929 (comme source de M-CSF) (ATCC, Manassas, Etats-Unis). Les 
cellules, à un concentration de 1X106 cellules par ml, ont été incubées pour une période de 6 
jours à 37°C dans une atmosphère contenant 5% de CO 2. Les cellules adhérentes ont été 
décollées à l'aide d'un râteau, comptées et ont servi pour le test d'inhibition de migration. 
2.3.2 Prélèvement des cellules de la rate 
Les splénocytes de souris ont été obtenus par dissociation tissulaire de la rate suite à un 
broyage dans une boîte de pétri avec une seringue de 3 mL dans du milieu RPM[ contenant 
100 U/mL de pénicilline/streptomycine. Les cellules spléniques ont ensuite été lavées à l'aide 
d'une solution de RPMI 1640 contenant 10% de FBS (HyClone, Ottawa, Canada). Le culot 
cellulaire a été resuspendu dans 1,5 mL de tampon de lyse des globules rouges (Sigma, 
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Oakville, Canada) durant 5 minutes sur glace. Après l'incubation, la suspension a été 
complétée à 15 mL avec du RPMI 1640 et centrifugée à 1200 l'pm durant 10 minutes. Le 
culot cellulaire a été ensuite resuspendu dans 5 mL de RPMI contenant 10% de FBS 
(HyClone, Ottawa, Canada), 100U/mL de pénicilline/streptomycine (Gibco, Life 
technologies, Burlington, Canada) et 2. mM de l3-mercaptoéthanol (Sigma, Oakville, Canada). 
2.4 Pu rifica tion cellu Jaire 
Une suspension cellulaire de cellules spléniques provenant de souris infectées avec 
P.c.odomi DK, traitées ou non traitées avec l'anticorps neutralisant anti-MIF, a été préparée. 
Afin d'évaluer la contribution des lymphocytes Tou C090- dans la production dïFN-y et de 
TNF-a, les cellules T ont été enlevées de la suspension cellulaire totale par triage 
magnétique, utilisant le « EasySep Mouse C090.2 (Thy J .2) selection cocktail» (StelllCell 
Technologies, Vancouver, Canada), et des niveaux de pureté de 90 à 95 % ont été obtenus. 
Pour évaluer la contribution indirecte des cellules NI< dans la régulation de la production 
d'IFN-y et de TNF-a, les cellules NI< provenant de la rate ont été purifiées par sélection 
positive en utilisant le « EasySep Mouse PanNI< selection cocktail» (StemCell Technologies, 
Vancouver, Canada), et la production d"lFN-y et de TNF-cx de la suspension totale a été 
comparée avec celle dépourvue de NK. L'efficacité d'élimination a été vérifiée par un 
marquage avec l'anticorps monoclonal anti-panNI< (Cerdarlane, Burlington, Canada) de 
souris conjugué au FITC et a été de 98 à 100 %. 
2.5 Traitement in vivo avec de l'hémozoïne synthétique 
Pour étudi el' la contri bution de "Hz sur la cinétique d ï nfection avec la souche non 
virulente de P. c. adami 01<, un milligramme d'Hz dans) 00 ilL de tampon phosphate salin 
(PBS) a été injecté, à chaque souris BALB/c (4 souris par groupe), par la voie intraveineuse à 
deux l'eprises, chaque dose séparée par 7 jours d'intervalle. Pour les souris non traitées avec 
de l'hémozoïne. 100 ilL de PBS ont été injectées. Les souris ont été infectées, une semaine 
après la deuxième dose d'Hz, avec lOs d'érythrocytes parasités et la parasitémie a été 
mesurée chaque jour, comme décrit précédemment. 
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2.6 Détermil13tion de 13 concentr3tion d'hémoglobine 
La concentration d'Hb a été mesurée chez les souris témoins (traitées avec le témoin 
isotypique) et traitées avec l'anti-MIF immédiatement avant l'infection et à tous les deux 
jours suivant 1"infection. Brièvement, deux microlitres de sang, provenant de la queue, ont été 
dilués dans 500 ilL du réactif de Drabkin (Sigma, Oakville, Canada) et la concentration d'Hb 
a été déterminée dans une plaque de 96 puits (Sal'stedt, Montréal, Canada) dans un volume de 
200 ~lL en mesurant l'absorbance à 540 nm dans un lecteur de microplaque. Les valeurs ont 
été converties en milligrammes par millilitre (mg/mL) en utilisant une courbe standard d'Hb 
humaine (Sigma, Oakville, Canada) qui a été préparée dans le réactif de Drabkin. Tous les 
échantillons ont été mesurés en duplicata. 
2.7 Compte des réticulocytes 
Chaque jour, 2 ilL de sang ont été prélevés par le bout de la queue, dans 300 ilL de PBS, 
et ce, pour chaque souris. La suspension a ensuite été centrifugée à 1200 rpm durant 10 
minutes. Le surnageant a été éliminé et le culot a été mis en suspension dans 0,250 mL d'une 
solution de glutaraldéhyde 0,025 % afin de fixer les cellules. Les cellules ont été conservées à 
4°C pour plusieurs jours. Le jour de l'analyse, le glutaraldéhyde a été dilué avec J mL de 
PBS et centrifugé (étape de lavage). Les cellules ainsi lavées ont été mises en suspension 
dans 50 ilL de PBS contenant 1 ilL d'anti-CD71 (clone 217.1.4) conjugué à l'isothiocyanate 
fluorescente (FITC) (Cedarlane, Burlington, Canada). Les tubes ont été incubés à 4°C dans le 
noir durant 40 minutes. Finalement, les cellules ont été lavées avec du PBS et mises en 
suspension dans] mL de PBS contenant 5 ilL d'iodure de propidium (Pl) (solution stock de 
1mg/mL) (Sigma, Oakville, Canada). Les cellules ont ensuite été analysées par cytométrie en 
flux. 
2.8 Dosage de 13 production d'IFN-y, de TNF-a et IL-lü 
La production d'IFN-y, de TNF-o. et TL-lO a été mesurée dans le surnageant de cultures 
cellulaires (2X 106 cellules/mL) après 72 heures chez des cellules spléniques totales, chez des 
cellules spléniques dépourvues de cellules T (CD90'), sur des cellules splénigues dépourvues 
de cellules T (CD00') et de cellules NK (NK') ainsi que chez des cellules dépourvues de 
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cellules T (CD90') mais contenant des cellules NK (NK-) sur des souris naïves et infectées 
(traitées ou non avec de l'anti-MIF). en utilisant l'ensemble BDOptEIA™ pour l'IFN-y, le 
TNF-a et "IL-IO (BD Bioscience, Mississauga, Canada). 
2.9 SnS-PAGE et immunobuvardage de MlF dans le sérum 
Puisqu'aucune ELISA commerciale n'existe pour le dosage de MlF munn, il s'avérait 
que lïmmunobuvardage soit la technique de choix pour quantifier le MlF dans des 
échantillons. Pour l'analyse du MlF dans le sérum, 10 ~lL de sérum non dilué ont été déposés 
individuellement dans chacun des puits d'un gel de polyacrylamide de 15 %. La migration a 
été effectuée sur un système Bio-Rad minigel (Bio-Rad, Mississauga. Canada). Un marqueur 
de poids moléculaire (Pre-stained protein molecular weight marker) (Fermantas, Burlington, 
Canada) a été utilisé comme standard. Le MlF recombinant (R&D systems, Burlington, 
Canada) a été employé comme témoin positif. Le transfert des protéines sur une membrane 
de nitrocellulose de 0,20 i-lm a été effectué avec le système mini-Trans-Blot (Bio-Rad, 
Mississauga, Canada) en suivant les instructions du manufacturier. La membrane a été 
bloquée avec 3 % d'albumine sérique bovine (BSA) (Sigma, Oakville, Canada) qui a été 
dissoute avec du PBS 0.05 % Tween 20 pour deux heures à la température ambiante. Pour la 
détection de MlF présent sur la membrane, un anticorps anti-MIF polyclonal (1 :200, 
Biovision, Mountain View, États-Unis) dans le PBS-T 0,05% a été utilisé avec une 
incubation à 4°C durant toute la nuit. Un anticorps de bovi n anti-I api n 1gG biotyn ilé (1 :3000. 
Cedal'Iane, Burlington. Canada) a été ajouté dmant une heure à température ambiante, suivie 
d'une incubation avec un conjugué de peroxydase-streptavidine (1 :2500, Amersham, 
Piscataway, États-Unis) de 1,5 heures à la température ambiante. Un substrat 
chimiluminescence (Pierce, Nepean, Canada) a été utilisé en suivant les instructions du 
manufacturier. 
2.10 Cytométrie en flux 
Les marquages effectués ont été préparés avec un anticorps monoclonal anti-CD7J de 
souris (clone :2 J 7.!.4) con.Îugué au FITC, et/ou avec un anticorps monoclonal anti-Ly76 de 
souris (clone TER 119) conjugué à la phycoérithrine (PE) (Cedarlane, t\urlington. Canada). 
31 
Un million de cellules en provenance de la moelle osseuse et de la rate, ont été mises en 
suspension avec du tampon phosphate salin (PBS) contenant 2 % de FBS. Les différents 
précurseurs érythropoïétiques, les proérythroblastes (PmE) (TER 1191lled, CD71 hi~h, FSChigh), 
les érythrob lastes basoph i1iques précoces (Ery A) (TER 1 19hi~hC D71 hlghFSChj~h), les 
érythroblastes basophiliques tardifs et polychromatiques (EryB) (TER 119highCD71111ghFSCIO,,) 
et les érythroblastes orthochromatiques ainsi que les réticulocytes (EryC) 
(TER 119JlJghCD7Ilo"FSC IOW), ont été quantifiés comme déuits selon (Liu et aL, 2006). Les 
cellules ont été incubées à 4°C durant 40 minutes. Avant de faire l'analyse des cellules aux 
cytomètre en~ux, les cellules ont été lavées et mises en suspension d<l.lls 300 ~L de PBS. La 
fluorescence a été détectée au FACScan (Becton Dickinson, Oakville, Canada) et les données 
ont été analysées en utilisant Je logiciel WinM DI (version 2.6; Jlllp:JÇIJ.bj(J~ 
SOfl.lld/othèl·/\\ in MD! .111 ml). 
2.11 Test d'inhibition de migration 
L'évaluation de l'activité neutralisante du MlF, soit j'anticorps monoclonale utilisé dans 
notre étude, a été faite dans une plaque de 24 puits avec des membranes « Transwell » de 
6,5 mm (avec des pores d'une grosseur de 5,0 ~m) (Corning, Lowell, États-Unis). 
Brièvement, 5x 104 macrophages, dérivés de la moelle osseuse, ont été mis en suspension 
dans 200 J..lL de milieu complet et ont été déposés dans la chambre supérieure. Dans la 
cham bre inférieure, du mil ieu com plet a été mis, en présence ou en absence de 100 ng/m L 
d'une protéine chimiotactique des monocytes (MCP)-l (R&D systems, Burlington, Canada). 
Deux cent nanogramme par mL d'anticorps monoclonal anti-MfF ou rl'isotype contrôle ainsi 
que 1OOng/mL de MlF recombinant ont été ajoutés dans la chambre supérieure. Les plaques 
ont ensuite été incubées durant 2 heures à 37°C contenant 5 % de CO> L'insert a ensuite été 
enlevé et les cellules ont été récupérées et le nombre de cellules dans la chambre inférieure a 
été déterminé par cytométrie de flux (Becton Dickinson, Oakville, États-Unis). 
2.12 Analyses statistiques 
La comparaison des données de souris traitées avec l'anti-M1F et traitées avec le témoin 
isotypique a été réalisée avec le t-test non paramétl'ique pour données non-pairées. Tous les 
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tests statistiques ont été effectués avec le logiciel GraphPad Prism (version 5,00; 
~\~\:'~:~,gi::1JlhJlJd .C()!ll.··· Jis Ill). 
CHAPITRE III 
RÉSULTATS 
3.1 Sécrétion de MlF lors de l'infection par Plasmodium chabat/di adami 
Plusieurs cytokines sont produites durant les infections par Plasmodium spp. ayant une 
influence sur la pathologie de la maladie. La production de MlF lors d'une infection par une 
souche virulente et non virulente de P. c. adami a été suivie, et ce, dans le sérum de souris au 
pic de J'infection. La quantification de MlF a été effectuée par immunobuvardage en utilisant 
un anticorps polyclonal anti-MIF puisqu'aucun test commercial, tel qu'un ÉLISA ou RIA 
sont disponible pour les souris et rat et que la compatibilité des tests humains avec les 
rongeurs n'est pas encore définit. La spécificité de j'anticorps commercial anti-MIF n'a pas 
été vérifiée dans notre laboratoire mais a été garanti par le fournisseur: le signal détection est 
plus forte chez les surnageants de culture de macrophages traités par des oxydants, qui sont 
de forts inducteurs de MW La figure 3,1 démontre qualitativement la présence de MlF 
sérique chez trois souris infectées, par chacune des souches, et sacrifiées au pic de l'infection. 
Une augmentation accrue de la sécrétion du MlF a été observée chez les souris DK par 
rapport au témoin (souris naïves). Dans le puits 6, une détection plus faible de MlF a été 
observée, ce qui dénote une variabilité entre souris. Lors de lïnfection avec la souche DS, 
une souche virulente de P. c. adami, une détection accrue de MlF a été observé dans le sérum 
de souris, et ce, en comparaison avec les souris naïves et les souris infectées avec la souche 
non virulente. 
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Figure 3,1 : La sécrétion de MlF est prononcée durant les infections par P.c. {u/ami est 
en corrélation avec la parasitémie, POlir chaque expérience, 10 flL de sérum de deux souris 
naïves et de deux souris infectées, prélevés au pic de l'infection, ont été séparés dans un gel 
de polyacrylalllide de 15 % et suivis d'un immunobuvardage, Un anticorps polyclonal anti­
MlF a été utilisé pour la détection de la protéine recherchée, La même quantité d'échantillons 
a été déposée dans chacun des puits, Le puits contient le MlF recombinant, les puits 2 et 3 
contiennent le sérum de souris naïves, les puits 4-6 sérum de souris infectées avec la souche 
DK (parasitémie 16-20%) et les puits 7-9 du sérum de souris infectées avec la souche DS 
(parasitémie >40%), Représentation d'une expérience qui correspond à trois expériences dont 
le sérum provient de souris différentes, 
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3.2	 La neutralisation de MlF in vivo amène à une diminution du pic de parasitémie lors 
de l'infection par Plasmodium c/1a!Jaudi (u{ami 
Après une injection, par la voie intraveineuse, d'un inoculum d'érythrocytes parasités par 
P. c. adami OK (lOs par souris), les souris BALB/c développent une parasitémie modérée qui 
atteint son pic CI 7 et 23 %) approximativement au jour 8 post-infection, Pour déterminer le 
rôle du MlF lors de J'infection par Plasmodium, la neutralisation in vivo du MlF a été 
effectuée, aveC"un anticorps 1110noclonal anti-M1F, Le traitement effectué consistait en une 
injection intrapéritonéale (i.p,) dè 0,5 mg d'anticorps, à chacune des 4 souris de chaque 
groupe, trois jours avant j'infection. la journée de l'infection et à tous les trois jours jusqu'au 
sacrifice des souris, Lors du traitement avec l'anti-MIF, une diminution signification du pic 
de parasitémie a été observée (*p<0,05 et **p<O,O 1) (Figure 3,2). Cet effet a été constaté lors 
de deux expériences indépendantes, et était significatif dans les deux expériences. Dans 
l'expérience C, ulle diminution de la parasitémie a été observée tout au long de J'infection, et 
ce, jusqu'au pic d'infection C**p<O,Ol) (Figul'e 3,2), Lors d'une infection par la souche 
virulente de P, c adami, une diminution signification de la parasitémie, au pic de l'infection, 
est aussi observée chez les souris traitées avec l'anti-M1F, par rappol't aux souris traitées avec 
le témoin isotypique (Figure 3,20). Le potentiel de neutralisation de l'anticorps anti-MlF à 
été confirmé dans notre laboratoire dans un test d'inhibition de la migration et aussi vérifié 
par l'équipe de Bucala (Cordery et aL, 2007). L'ajout de MCP-I permet la migration des 
macrophages. Lors de l'ajout de MlF recombinant. une inhibiti0n significative de la 
migration des macrophages est observée et lorsqu'on ajoute de l' anti-M 1F, un retour au 
niveau du MCP-1 est retrouvé, ce qui confirme l'effet neutralisant de l'anti-MIF (figure 3,3) 
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Figure 3,2 : La neutralisation du MlF réduit la parasitémie lors de l'infection par P. c. 
adami. Les souris ont été infectées par la voie intraveineuse (i.v) avec 105 érythrocytes 
parasités par la souche DI<. (A à C) et par la souche DS (D), et ont été traitées (cercle blanc) 
avec 0,5 mg d'anticorps monoclonal neutralisant anti-MI F aux jours -3, 0, 3 et 6 après 
J'infection ou avec 0,5 mg d'antico!"ps isotype contrôle (lgG 1) aux jours -3, 0,3,6 (Témoin, 
cercle noir). La parasitémie (pourcentage de globule rouge (GR) parasité) a été calculée 
chaque jour par une coloration au Giemsa des frottis après fixation au méthanol. (A) 
Cinétique d'infection complète, (8 et Cl cinétique d'infection des souris sacrifiées au pic de 
l'infection. Pour l'expérience A quatre souris onl été utilisées dans chacun des groupes et 
l'expérience à été répétée à 1 seul fois reprises tandis que pour l'expérience 8 et C quatre 
souris ont été utilisées dans chacun des groupe et les résultats des deux expériences sont 
présentées'*p<O,05 et **p<O,Ol. 
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Figure 3,3 : Le test de migration confirme le potentiel neutralisateur de l'anti-MIF. Des 
macrophages de la moelle osseuse ont été diffé"enciés et mises en cultures 
(Sx IO\ellules/mL). Afin de stimuler la migration des macrophages du MCP-l (1 OOng/m L) a 
été ajoutée. Une concentration d"anti-MIF (200l.lg/mL) a été ajouté~ afin de vérifier si la 
neutralisation avec bien lieu. Le test représente de triplicata et l'analysl: statistique a utilisé un 
t-test non paramétrique two-tailed. *p<O,OS et ***p<O,OOI. 
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3.3 Le	 MlF régule l'anémie et l'érythropoïèse lors de l'infection par Plasmodium 
c/whaudi adami DK. 
Lors de l'infection par Plasmodium, qui se déroule dans les érythrocytes, le parasite cause 
la lyse des érythrocytes, ce qui permet !a libération des mérozoïtes et la progression de la 
parasitémie. Une anémie hémolytique plus ou moins sévère se produit et afin de compenser la 
perte des érythrocytes, une production accrue de différents précurseurs érythropoïétiques a 
lieu. Il a déjà été démontré que lors que le MlF était neutralisé ou éliminé, une augmentation 
de l'érythropoïèse était observée. mais seulement de manière in vitro (McOevitt et a!., 2006). 
Nous avons donc voulu voir si une neutralisation in vivo du MI F allait produire le même effet 
qu'observé précédemment. 
Chez les souris infectées, une augmentation de la production de réticulocytes a été 
observée à partir du jour 4 post-infection. Chez les souris traitées avec I"anti-MIF et 
infectées, une diminution de la production de réticulocytes a été, par contre, observée par 
rapport aux souris infectées, et était significative aux jours 4 et 5 post-infection (Figure 3,4A) 
(**p<O,OS). Le niveau d'Hb a décliné progressivement, tout au long de l'infection, pour 
atteindre une anémie modérée au pic de l'infection chez les souris infectées et tmitées avec le 
témoin isotypique. Chez les souris traitées, i'anti-MIF prévient la diminution du le niveau 
d'Hb au pic de l'infection, soit au jour 8, par rappol"! aux souris témoins (infectées et traitées 
le témoin isotypique) (Figure 3,48, *P<O,OS). 
Plusieurs cytokines inhibent l'hématopoïèse, et il y a des évidences que le MlF inhibe le 
développement des précurseurs érythropoïétiques in vitro (Martiney el al., 2000) par son 
action stimulatrice d'IFN-y el le TNF-a, deux cytokines impliquées dans l'induction de 
l'anémie (Calandra and Roger, 2003). L'effet de la neutralisation du MlF sur l'érythropoïèse 
in vivo lors d'une infection par une souche non virulente de Plasmodium a donc été évalué. 
Pour ce faire, des souris ont élé traitées avec l'anti-MIF et infectées comme décrit 
précédemment. Lors du sacrifice des souris, un marquage avec le TER 119, un marqueur 
spécifique des différentes formes de maturations des érythrocytes, el le C071, le récepteur de 
la transferrine. a été effeclué chez les cellules de la rate el la moelle osseuse. Afin de 
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déterminer les différents types de précurseurs, l'expression de TER 119 a été subdivisée en se 
basant sur l'expression du C071 qui décline progressivement tout au long de la maturation 
des érythrocytes. Dans la moelle osseuse, aucune différence entre les précurseurs des souris 
traitées avec '"anti-MfF ou traitées avec le témoin isotypique n"a été observée (Figure 3,4C). 
Une production comparable des diffërents précurseurs fut notée chez les cellules spléniques 
malgré une tendance à la baisse des érythrocytes basoph i1iques (E l'Y A), el ce, en début 
d'infection chez les souris traitées par rapport aux témoins (traitées avec le témoin 
isotypique), mais qui n'est pas statistiquement significative. Un changement dans la 
production des précurseurs a été observé durant l'évolution de l'infection, caractérisé par une 
augmenlation des érythroblastes orthochromatiques et des réticulocyles chez des souris 
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Figure 3,4 : La neutralisation du MlF entraîne une diminution de la réticulocytose et 
une augmentation de la concentration d'Hb sanguine. Les souris ont été infectées par la 
voie intraveineuse (i.v) avec )o~ érythrocytes parasités (souche OK) et ont été traitées (cercle 
blanc) avec 0,5 mg d'anticorps monoclonal neutralisant anti-MIF aux jours -3, 0, 3 et 6 après 
l'infection ou avec 0,5 mg d'anticorps isotype contrôle (lgG 1) aux jours -3, 0, 3, 6 (Témoin, 
cercle noil). (A) Suite à l'infection, 2 fiL. de sang furent prélevés chaque jour et un marquage 
avec !'anti-CD71 (voir démarche méthodologique) a été effectué pour quantifier les 
réticulocytes jusqu'au pic d'infection. (8) La concentration d'Hb a été déterminée par le 
réactif de Drabkin (voir démarche méthodologique) tous les deux jours, et ce, jusqu'au pic 
d'illfection. Proportion des différents précurseurs érythropoïétiques provenant des principaux 
sites d'érythropoïèses soit la moelle osseuse (C) et la rate (0) suite à un marquage avec un 
anti-CD71 et Ull anti-TER 119 (voir démarche méthodologique). Quatre sOUl"is ont été 
utilisées par groupe et ch8cune des expériences a été effectuées à deux I-eprises, et ce, pour 
chacun des temps d'infection.*p<0,05 et ;'*p<O.Ol. 
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3.4 Effet du traitement avec l'anti-MIF sur les cytokines inflammatoires 
Pendant les infections par Plasmodium, l'hôte produit des cytokines pro-inflammatoires 
suite à la détection du parasite. Duran[ les infections, la liaison de l' Hz au TLR-9 et du 
glycophosphatidylinositol (GP!) aux TLR-2 et/oL! TLR-4 stimule la production des cytokines 
pro-inflammatoires (Gazzinelli et Denkers, 2006). En premier lieu, une réponse pro­
inflammatoire est induite, caractérisée par la production d'IL-12, d'lFN-y, de TNF-a, de MlF 
et d'autres. La sécrétion d'IL-lO et du TGF-~, principalement suite à l'inflammation se 
produit afin de contre balancer l'action des cytokines pro-inflammatoires. Dans la prochaine 
section, nous documentons les changements induits lors de traitements avec l'anti-MIF. Nous 
avons donc voulu voir comme une infection par Plasmodium et une neutralisation uu MlF 
allait influencer la production des cytokines inflammatoires. Une diminution de la production 
d'IFN-y et de TNF-a devrait être observé lors de la neutralisation du MlF, et ce, peu impOlie 
le moment de l'infection. 
3.4.1	 La neutralisation de MlF in vivo varie les niveaux de production de l'IFN-y et 
d'IL-lO lors de J'infection. 
Plusieurs cytokines interfèrent avec l'hématopoïèse, et il y a des évidences que le MlF 
inhibe la Cl"oissance in vitro des précurseurs en agissant en synergie aVI~c j'IFN-y et le TNF-a. 
(Martiney et al., 2000). Afin de vérifier l'effet du MlF sécrété lors d'une infection par une 
souche non virulente de flasmodium, sur la production dïFN-y, des souris ont été traitées 
avec I"anti-M 1F et infectées com me décri t précédem ment. 
La production d'IFN-y a été caractérisée au début et au pic de l'infection. Comme le 
démontre la figure 3,4A, une diminution de la production d'IFN-y a été constatée en début 
d'infection chez les souris traitées avec l'anti-Ml F par rapport aux souris infectées ("'p<O,OS). 
Par contre, au pic de l'infection, une augmentation non statistiquement significative de la 
production dïFN-y chez les souris traitées avec l'anti-MIF a été mesurée par rapport aux 
témoins (traitées avec le témoin isotypique et infectées) (Figure 3,SA) (*p<O,OS). Une 
dynamique de production comparable d'IL-lO a été mesurée (Figure 3,5B) (*p<O,05). Il 
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semble que l'ajout d'un anticorps neutralisant le MlF sécrété change la cinétique de 
production de l'IFN-y et en conséquence de IlL-JO, une cytokine anti-inflammatoire qui 
permet de contrôler l'inflammation. Il est à noter que la production d'IL-i 0 et d' IFN-y, au 
pic de l'infection, sont aussi augmentés lors d'une infection par la souche virulente, mais que 
cette augmentation n'est pas statistiquement significative (données non montrées). 
3.4.2	 La neutralisation du MlF in vivo augmente la sécrétion de TNF-et durant 
l'infection 
Les cytokines comme I"IFN-i', le TNF-a., et IL-l f3 étaient des candidats idéals im pl iqués 
dans l'aném ie lors des infections. L'effet du MJF sécrété sur la production de TN F-et lors de 
J'infection par une souche non virulent~ de Plasmodium a alors été évalué chez des souris 
traitées avec I"anti-MIF et infectées. 
Au début d'infection, une augmentation significative, de la production accrue de TNF-et a 
été observée chez les splénocytes totaux des souris traitées avec l'anti-MIF par rapport aux 
souris traitées avec le témoin isotypique et infectées (Figure 3,6) (*p<O,OS). Une 
augmentation de la production de TNF-a a aussi été observée au pic de l'infection, mais elle 
n'est pas statistiquement significative. La production de TNF-a est aussi augmentée lors de 
l'infection par la souche virulente (données non montrées). 
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Figure 3,5: La neutralisation du MlF change le profil de sécrétion d'IFN-y et d'Il-IO. 
Les concentrations d'IFN-)' (A) et d'IL-la (8) ont été mesurées après 72 il dans un 
sumageant de culture des cellules spléniques totales sans stimulation. Une concentration de 
2xl06 cellules/mL a été utilisée. Les histogrammes représentent la moyenne ± les erreurs 
standard à la moyenne de 4 souris par groupes. L'expérience à été répétée à deux reprises, et 
ce pour chacun des temps d'infection. Les analyses statistiques ont utilisé un t-test non 
paramétrique two-tailed. *p<O,OS. 
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Figure 3,6 : La sécrétion de TNF-a augmente chez les souris traitées avec l'anti-MIF et 
infectées avec P. c. ar/ami DK. La concentration de TNF-a a été mesurée après 72 Il dans un 
surnageant de culture sur des cellules spléniques totales sans stimulation. Une concentration 
de 2x 106 cellules/mL a été utilisée. Les histogrammes représentent la moyenne ± les erreurs 
standard à la moyenne de 4 souris par groupes. L'expérience à été répétée à deux reprises, et 
ce pour chacun des temps d'infection. Les analyses statistiques ont utilisé un Hest non 
pal"amétrique two-tailed. *p<O,OS. 
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3.4.3	 Effet de la neutralisation du MlF sécrété sur la production d'IFN-y et de TNF-a 
sur différents types cellulaires, et ce, à différent temps de l'infection. 
Afin d'évaluer la contribution de différentes populations cellulaires sur la production 
dïFN-y et de TNF-a, lors de la nelitralisation du Ml F sécrété, des purifications cellulaires ont 
été réalisées à partir d'une suspension cellulaire de cellules spléniques, pour évaluer la 
contribution des cellules spléniques dépourvues des cellules T ou des cellules NK. En début 
d'infection, une tendance à la diminution de la production d"1 FN-y a été notée chez les 
cellules spléniques sans cellules T (Figure 3,7A), chez les cellules spléniques sans cellules T 
et sans cellules NK (Figure 3,78) et chez les cellules spléniques contenant seulement des 
cellules NK (Figure 3,7C). Par contre, lors du pic de l'infection, l'effet inverse dans la 
production d'IFN-y a été observé, sois une tendance à l'augmentation (Figure 3,7). Aucune 
des augmentation ou diminution observé chez les différents types cellulaires n'est 
statistiquement significative. La comparaison se fait toujours par rapport à des souris qui ont 
été traitées avec un témoin isotypique et illfectées. 
Pour la production de TNF-a, cette cytokine a été quantifié,' par [USA dans le 
surnageant de cu lture de splénocytes sans cel lu les T ou sans cell ules NK. Chez les ce 11 ules 
spléniques dépourvues de cellules T (Figure 3,8A) (*~'p<O;O 1) et chez les cellules spléniques 
dépourvues de ceJlules T et de cellules NK (figure 3,88) (*p<O,OS), une diminution 
significative de la production de TNF-a fut observée chez les souris traitées avec l'ami-MlF, 
et ce, en début d'infection. Par contl'e, en début d'infection pour les cellules spléniques 
contenant seulement des cellules NK (Figure 3,7C) et au pic d'infection, aucune différence 
n'était pas observable dans la production de TNF-a (Figure 3,8). 
Les figures 3,7C et 3,8C, en début d'infection, n'ont pas d'écart-type puisque ces résultats 
repl"ésentent le regroupement des 4 souris. Nous avons du regrouper ces quatre souris 
puisque la proportions de cellules NK présentes dans une rate est très faible. Des 
regroupements ne furent pas effectués au pic d'infection, pu isq ue la proporti on de ce Il ules 
NK était plus élevée. Sachant que lïL-1 0 peut être produit pal" les cellules T (Kumar et al., 
1998) et les cellules Nr< (Vigano et al., 2001), et que "IL-IO peut inhiber la production de 
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MlF par les cellules T (Wu et al., 1993), il aurait été intéressant de voir si le MlF avait une 
influence sur la production IL-IO chez les types cellulaires examinés. 
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Figure 3,7: Effet de la neutralisation du MlF sécrété sur la production d'IFN-y chez 
différents types cellulaires, en début d'infection et au pic d'infection. La concentration 
d'IFN-)' a été mesurée après 72 h dans un surnageant de culture sur des cellules spléniques 
dépourvues de cellules T (A), dépourvues de cellules T et de cellules NI< (8) et contenant 
seulement des cellules NK (C), et ce, sans stimulation. Une concentration de 2x J 06 
cellules/mL a été utilisée. Les histogrammes représentent la moyenne ± les erreurs standard à 
la moyenne de 4 souris par groupes. L'expérience à été répétée à deux reprises, et ce pour 
chacun des temps d'infectioll. Les analyses statistiques ont utilisé un t-tesl non paramétrique 
two-tailed. 
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Figure 3,8 : Effet de la neutralisation du MlF sécrété sur la production de TNF-a chez 
différents types cellulaires, en début d'infection et au pic d'infection, La concentration de 
TNF-a a été mesurée après 72 h dans un surnageant de culture sur des cellules spléniques 
dépourvues de cellules T (A), dérourvues de cellules T et de cellules NI<. (8) et contenant 
seulement des cellules NI< (C), et ce, sans stimulation. Une concentration de 2xl0(, 
cellules/mL a été utilisée. Les histogrammes représentent la moyenne ~ les erreurs standard à 
la moyenne de 4 souris par groupes. L'expérience à été répétée à deux reprises, et ce pour 
chacun des temps d'infection. Les analyses statistiques ont utilisé un l-test non paramétrique 
two-tailed. *p<O,05, ~'*p<O,OJ. 
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3.5	 Effet d'un prétraitement avec de l'Hz sur la parasitémic et la l'éticulocytose lors 
d'une infection par P. c. adami DK 
L'hémozoïne induit la sécrétion de MlF in vitro (Martiney et al .. 2000; Calandra et 
Roger, 2003). Nous avons voulu évalué si un prétraitement in vivo avec de l'Hz synthétique 
affectait la sécrétion de MI F, la parasitémie et la production de réticulocytes. 
3.5.1	 Augmentation de la sécrétion de MlF lors d'un prétraitement avcc l'Hz succédé 
d'une infcction avec Plasmodium elU/bal/di adami DK 
Pour ce faire, un traitement avec de l'Hz synthétique (fournit par le Dr. Martin Olivier, 
Université McGill), soit deux doses de 1mg!1 OO~IL de PBS, par la voie intraveineuse, ont été 
effectuées, chez des souris BALB!c, avec une semaine d'intervalle. Une semaine après le 
deuxième traitement avec l'Hz, l'infection, par la voie intrapéritonéale, avec la souche OK de 
P. c. adami a été effectuée. La détection du MlF a été effectuée par immunobuvardage grâce 
à un anticorps polyclonal anti-M1F. La figure 3,9A démontre qualitativement la présence de 
MlF sérique chez les souris traitées ainsi que traitées et infectées, par rapport aux souris 
témoins. Une sécrétion accrue de MlF s'est produite lorsque les souris étaient traitées avec 
l'Hz et par la suite infectées par rappolt aux souris traitées avec de l'Hz ou infectées en 
absence de traitement avec de l'Hz. L'expression de MlF dans le sérum de souris infectées 
par la souche DK était plus faible dans cette analyse (Fig. 3.9A), résultat que suggère de 
niveaux de sécrétion de MlF varient d'expérience en expérience (voir Figure 3.1). 
3.5.2	 Effet d'une augmentation de la sécrétion du MlF sur la parasitémie et la 
réticulocytose lors d'une infection. 
Lors d 'un prétrai teillent avec de " Hz, une augmentation de la parasitém ie a été constatée 
au pic d'infection (Figure 3,9B) (*p<O,OS). Une diminution dans la production des 
réticulocytes au jour 10, soit après le pic d'infection, a été observée chez les souris ayant reçu 
un prétraitement avec de l'Hz (Figure 3,9C) (*p<O,OS). Durant tout le reste de l'infection, le 
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pourcentage de réticulocyles est resté comparable ~ntre les souris témoins ou traitées avec de 
l'HZ. 
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Figure 3,9: Le prétraitement avec de l'Hz augmente la sécrétion de MlF ainsi que la 
parasitémie et inhibe la réticulocytose lors d'une infection par P. c.a(/ami. (A) Pour 
chaque expérience, JO ilL de sérum. prélevés au pic de l'infection, ont été séparés dans un gel 
de polyacrylamide de 15 % et suivis par immunobuvardage. Un anticorps polyclonal anti­
MlF a été utilisé pour la détection de la protéine recherchée. La même quantité d'échantillons 
a été déposée dans chacun des puits. Représentation d'une expérience qui correspond à trois 
expériences dont le sérum provient de souris différentes. (8) Cinétique d'infection de souris 
ayant été traitées avec de l'Hz (voir démarche méthodologique) et infectées par la voie 
péritonéale (i.p.) avec 10 5 érythrocytes parasités (souche OK). La parasitémie a été calculée 
chaque jour par une coloration au Giemsa des frottis après fixation au méthanol. (C) Suite à 
l'infection, 2 ~IL de sang furent prélevés chaque jour et un marquage avec 3nti-C071 (voir 
démarche méthodologique) a été effectué pour quantifier les réliculocyles jusqu'au pic 
d'infection. L'expérience a été fait a deux reprises avec dans chacun des groupes 4 
souris.*p<O,05 et ***p<O,OOI, 
CHAPITRE IV 
DISCUSSION 
La plupart des études sur le MlF et le paludisme ont été réalisées in vitro ou avec des 
souris déficientes en cette cytokine (MlF KO), qui ont démontré que son absence amène a un 
meilleur contrôle de l'anémie et à la survie de souris (Hernandez-Valladares et al., 2006). 
Dans la présente recherche, nous avons évalué le rôle du MlF dans la virulence associée à 
l'infection par P. c. adami (OS) en comparant les effets de sa neutralisation sur de infections 
non-virulentes (souche OK). Nos résultats préliminaires démontrent que le MlF n'est pas 
responsable de la virulence de P.C. adami DS. Par contre, cette étude nous a permit 
d'identifier des effets régulateurs jamais reportés pour le MlF durant l'infection non virulente 
par Pc. adami OK. En effet, pusique le MlF induit la sécrétion du TNF-a (Nakamaru et al., 
2005) et de l'IFN-y, deux cytokines impliquées dans l'anémie, nous avons analysé l'impact 
de la neutralisation du MlF sur leur production. Nous avons aussi suivi la sécrétion d 'IL-I 0, 
étant donné son rôle dans l'anémie par son action stimulatrice de la translocation de la 
ferritine dans le système réticuloendothélial, ce qui entraîne une détérioration de la synthèse 
de l'hème (Tilg et al., 2002). L'IL-IO est aussi une des principales cytokines anti­
intlammatoires, et donc joue un rôle important dans le contrôle de l'inflammation. 
L'interleukine-lOva supprimer J'inflammation en utilisant plusieurs voies incluant une 
diminution de la production d'IL-la/l3, de TNF-a, d'IL-8 ainsi que des radicaux toxiques 
comme l'oxyde nitrique (Tilg et al., 2002). 
Le MlF semble inhiber la cytodifférenciation et de la production d'Hb, et nous avons donc 
éva lué J'effet de sa neutral isation sur l'anémie, en mesurant par cytofl urométrie en fl UX, les 
populations des précurseurs érythropoïétiques dans la rate et dans la moelle osseuse. Certains 
paramètres reliés à l'anémie, soient la concentration d'Hb sanguine et le pourcentage de 
réticulocytes, ont été considérés. En dernier lieu, nous avons mesuré la parasitémie, étant 
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donné que la réponse inflammatoil'e peut réduire la charge parasitaire et la destruction des 
érythrocytes par le parasi te. 
Dans cette étude, plusieurs résultats obtenus ont été surprenants durant l'infection non 
virulente. En tout premier lieu, une production accrue de TNF-n chez lès souris traitées avec 
l'anti-MTF et infectées par Plasmodium a été observé, en comparaison aux souris traitées 
avec le témoin isotypique et infectées. De plus, une modulation de la production de IL-] 0 et 
de l'IFN-y a été obtenue lors des différents temps d'infection. Ces changements dans la 
production des cytokines inflammatoires semblent permettre une meilleure résolution de 
l'infection ainsi qu'une pathologie plus faible (une parasitémie plus faible au pic de 
l'infection) durant l'infection. Une augmentation dans le niveau d'Hb a été observée chez les 
souris traitées avec l'anti-MIF et infectées, si on les compare aux souris témoins (traitées 
avec le témoin isotypique et infectées). 
Plusieurs éludes traitant du MlF ont été réalisées chez des souris rléficientes en MlF. La 
principale observation qui a été obtenue dans ces études est une diminution de l'expression 
du TLR-4 ce qui entraîne une chute dans la production du TNF-o. (Reyes el aL, 2006), par un 
mécanisme dépendant de la phosphorylation d'ERK 1/2 qui est de plus courte durée lors de la 
neutralisation du MlF (Leng et Bucala, 2006). Par contre, il semble que la neutralisation du 
MlF permet une activation plus longue de la voie P38 MAPK (Toh et aL, 2006) qui en 
présence de TNF-a induit la production de celle-ci. 
Contrairement à ce qu'attendue, la neutralisation du MlF a amené à une production accrue 
de TNF-a au début et au pic d'infection. Le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire, 
principalement sécrétée par les monocytes/macrophages en réponse à plusieurs produits 
parasitaires. Lors d'une infection pal' Plasmodium le TNF-o. n'induit pas la destruction du 
paras ite, ma is protège en acti vant des facteurs ant iparas itai res pro-i nflammatoi res sur une 
variété de cellules effectrices (Pelolmann et Troye-Blomberg, 2002). La hausse dans la 
sécrétion de TNF-a suite à la neutralisation du MlF était inattendue, puisque dans la 
littérature la neutralisation du MlF entraîne une diminution de la production de TNF-a. Dans 
ce contexte de neutralisation du MlF. une diminution de l'expression des TLR-4 a été décrite, 
et l'ajout LPS, le principal ligand du TLR-4, se traduit par une chute dans la production de 
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TNF-Ct (Roger et al., 2001; Calandra et Roger, 2003). Dans une étude avec des souris 
déficientes en MlF, une di III inution de TN F-a. chez les souris déficientes par rapport aux 
souris de type sauvage infectées avec Tiypanosoma cruzi a été rappol1ée (Reyes et aL, 2006). 
Plusieurs mécanismes peuvent expliquer les résultats obtenus concernant le TNF-o.. D'une 
part, il a été démontré que le MlF amène à une phosphory]ation soutenue (d'environ 24h) au 
lieu de transitoire (environ 90 minutes) de la voie de signalisation ERK 1/2 (Leng et Bucala, 
2006). La neutralisation du MlF, par une molécule inhibitrice ou par un anticorps, engendre 
une inhibition de la phosphorylation d'ERKJ12, ce qui diminue la production des cytokines 
pro-intlammatoires (Leng et Bucala, 2006). Par contre, il semble que la voie de signalisation 
p38 MAPK, qui régule la production de TNF-o. (Campbell et al., 2004; Toh et al., 2006), 
reste activée plus longtemps chez les souris déficientes en MlF, et ce, en présence de TNF-C1. 
(Toh et aL, 2006). Le TNF-cx permet la phosphorylatioll de la voie p38 MAPI(, et la 
neutralisation du MlF permet une phosphorylation qui perdure davantage, ce qui pourrait 
expliquer la hausse dans la production de TNF-o. lors de la neutralisation du MlF (Toh et aL, 
2006). Lors des infections par Plasmodium, l'Hz induit la phosphorylation d'ERK 1/2 
(Jaramillo et al., 2003; Akman-Anderson et aL, 2007). Cette phosphorylation accrue de p38 
MAPK, par le TNF-a, et l'augmentation de la phosphorylation d'ERK 1/2 par l'Hz, 
pourraient expliquer la hausse dans la production de TNF-Cl. Nous émettons l'hypothèse que 
l'augmentation de la production de TNF-C1. observée, lors de la neutralisation aux différents 
moments de l'infection, serait causée par une phosphorylation plus intense et soutenue de la 
voie p38 MAPK. 
D'autre part, il a été démontl'é que le MlF module l'expression des TL,R, principalement 
le TLR-4. L'inhibition de MlF par un vecteur MlF anti-sens ou par traitement avec un 
anticorps neutralisant amène à une chute de l'expression du TLR-4, autant au niveau de 
l'expression cellulaire qu'au niveau de son ARNIll chez les macrophages; l'expression de 
l'ARNm du TLR-2 ne subit aucune modification (Roger et al., 200]). Durant l'immunité 
innée, les TLR sont impliqués dans la production de cytokines inflammatoires. L'Hz et les 
motifs CpG non-méthylé se lient au TLR-9, tandis que le GPI va se lier au TLR-2 et au TLR­
4. Le GP! provenant du parasite, libéré lors de la lyse des érythrocytes parasités, induit la 
production des cyto"ines pro-inflammatoires par sa liaison avec le TLR-2 et le TLR-4 
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(Franklin et al., 2007; Langhorne et al., 2008). Le GPI induit la production de TNF-a par sa 
liaison avec l'hétérodimèl'e TLR-1/2, et il semblerait que le TLR-4 a seulement une 
contribution mineure (Gazzinelli et Oenkers, 2006). De plus, la traitement avec un inhibiteur 
spécifique du MlF intracellulaire (1S0-1) a montré que la production de TNF-a par le TLR-2 
reste identique ou légèrement augmentée, et ce, lors d'une stimulation par un agoniste du 
TLR-2 (West et al., 2008). Durant l'infection par Plasmodium, l'expression de TLR-2 et 
TLR-4 augmente (Loharungsikul et al., 2008): ce qui suggère que la hausse TNF-a observé 
lors de la neutralisation du MlF, au début et au pic d'infection, peut être un résultat de la 
liaison du GPI au TLR-2 qui induit la production de TNF-a par les cellules dendritiques et les 
macrophages. En ce qui concerne le TLR-4, 1"infection aurait une tendance à augmenter son 
expression, et la neutralisation de MlF à sa diminution. Comme nous n'avons pas examiné 
l'expression de TLR-4 lors de cette expérimentation: il nous est donc impossible de conclure 
quoi que ce soit à propos de leur implication. Le GPI en plus de se lier au TLR-2, peut se lier 
à un récepteur aux mannoses, ce qui stimule la production de TNF-,x par les macrophages 
(Vijaykum al' et al., 2001 ). 
Une augmentation de la production de TNF-a s'est produite en début d'infection due à sa 
sécrétion par des splénocytes totaux. Lors de l'élimination des cellules T (C090+) la 
production de TNF-a a diminué de façon significative, ce qui suggère que les cellules T sont 
la source de TNF-a. Chez les souris infectées et traitées avec un témoin isotypique (témoin), 
les cellules T ne sont pas sécrétrices de TNF-a. La production de TNF-a par les cellules Test 
un fait sUI'prenant puisque lors de la neutralisation du MlF: une diminution de l'activation des 
cell ules T, par les ce Il ul es présentatrices d'antigènes ou des antigènes, est sou ven t observée 
(Santos et al., 2008). Des résultats préliminaires: dans notre laboratoire, suggèrent que la 
neutralisation du MlF augmente la viabilité et la prolifération des cellules T C04- activées 
par la Concanavaline A (données non montrées). 
La réduction de la parasitémie chez les souris traitées avec l'anticorps anti-MIF peut être 
attribuable à l'augmentation du TNF-a. En effet, lors de l'infection par P c. odomÎ DS chez 
des souris déficientes en TNF, une parasitémie plus forte eslmesurée (Hernandez-Valladares 
et al.. 2006). L'augmentation de TNF-a. permet une meilleure réponse pl·écoce. une plus 
grande génération d'espèce réactive de l'oxygène ainsi qu'une meilleur réponse immune ce 
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qui pourrait expliquer la diminution de la parasitémie et de l'anémie (Hemandez-Valladares 
et al., 2006). 
Par rappol1 à l'IFN-y et à l'IL-IO, une diminution de leur sécrétion est observée en début 
d'infection et cst suivie d'une augmentation au pic de l'infection. Les principaux types 
cellulaires producteurs d'lFN-y durant le paludisme sont les cellules NK et les lymphocytes 
T. Tout COlllme dans l'étude de Reyes et al (2006), il semble que la neutralisation du MlF 
engendre une activation déficiente des cellules N K, ce qui expliquerait pourquoi une 
inhibition de la production d'lFN-y soit observée en début d'infection. L'analyse de la 
fraction cellulaire contenant seulement des cellules NK confirme cette hypothèse, puisqu'une 
diminution de la production d'JFN-y était observée chez les cellules NK provenant de souris 
traitées avec l'anti-MIF. 
La production accrue dïFN-y, au pic d'infection, chez des souris traitées, serait due à un 
autre type cellulaire que les cellules T, puisque leur élimination augmente la production de 
lïFN-y in vitro. L'lL-IO est produit principalement par les cellules T. autant les TI-II que les 
TH2, par les cellules B, par les cellules dendritiques et par les macmphages (Mehrotra et al., 
1998: O'Garra et Vieira, 2007; Couper et al., 2008). Comme une inhibition presque totale de 
sa production est observée, il serait surprenant que ce soit un seul type cellulaire qui soit 
impliqué dans cette inhibition. Il semblerait que la neutralisation du MlF permet un meilleur 
contrôle de l'infiammation, ce qui expliquerait pourquoi peu dïl.-lO et IFN-y ont été 
produits en début d'infection (Couper et al., 2008). 
La production dïL-IO par les macrophages et les cellules dendritiques est induite 
principalement par la stimulation de TLR-4, qui est stimulée par le GPI pal·asitaire. 
(Yanagawa et Onoe, 2007). Étant donné que la neutralisation du MlF diminue l'expression 
du TLR-4 à la surface des macrophages, la diminution de la production d'IL-lO en début 
d'infection pourrait être imputable à une plus faible expression des TLR-4. Ce même effet 
pourrait expliquer la chute dans la production d'l FN-y au début d'infection. Par contre, au pic 
de l'infection, les macrophages et les cellules dendritiques ne seraient plus responsables de la 
production d'lFN-y et d'lL-IO. Dc récents résultilts semblent indiquer une production aCCl'ue 
dïFN-y par les cellules T CD4~, au pic d'infection, suite à la neutralisation du MIP, ce qui 
pourrait expliquer l'augmentation de la production chez les souris traitées en comparaison 
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des souris témoins" II se pourrait que les cellules T CD4- soient aussi responsables de la 
hausse d' 1L-I 0 par les souris traitées et infectées au pic d'in fectiol1. 
La neull'alisation du MlF n'a pas entraîné de différence significative des précurseurs 
érylhropoïétiques de 1a rate et la moelle osseuse; une Iegère di minution des précurseurs plus 
précoces a été observée dans la rate, qui est l'un des organes majeurs dans l'érythropoïèse 
lors des infections par Plasmodium Illurin (Villeval et aL, 1990). Dans la moelle osseuse, une 
production d'érythroblaste comparable a été observée chez les souris traitées avec l'anti-MIF 
et infectées ainsi que chez les souris tl"aitées avec le témoin isotypique et infectées. Il a été 
démontré qu'une augmentation de la production des BFU-E, des CFU-E et des érythroblastes 
dans la rate lors des infections par Plasmodium (Villeval et aL, 1990). Lors des infections par 
Plasmodium, la réponse érythropoïétique a lieu presque exclusivement dans la rate, ce qui 
explique pourquoi aucune différence ne fut observée dans la moelle osseuse lors du 
traitement avec l'anti-MIF. 
Dans les cellules spléniques, une tendance à I"augmentation des érythroblastes 
orthochromatiques et des réticulocytes a été remarquée au pic .dïnfection par rapport au 
début dïnfection. Pour ce qui est de ranémie, une concent'"atiol1 d'Hb plus élevée a été 
mesurée au pic de l'infection chez les souris ayant reçues Lin traitement avec l"anti-M IF. De 
plus, une production plus faible de réticulocyte a été notée aux jours 4 et 5 post-infection 
chez les souris traitées. 
Lors d'une infection par P. c. adami OK, une anémie modérée est induite au piC de 
l'infection (Cambos et al, 2008). Plusieurs cytokines ont été pressenties pour avoir une 
action sur l'anémie hémolytique. Le TNF-a, l'IFN-y et I"IL-i ~ ont été les premièl"es à être 
ident inées, mais de récentes éludes démontrent qu'elles ont un faible iIII pact sur l' ind uction 
de l'anémie (Yap et Stevenson, 1.994). De récentes recherches ont montré que le MlF inhibe 
l'érythropoïèse de plusieurs façons: diminution de la production des pl"écu,"seurs 
érythropoïétiques, de la quantité d'Hb produite et de la cytodifférenciation (Martiney et aL, 
2000; McDevitt et al., 2006). Il est donc possible qu'une anémie plus faible soit observée 
chez les souris traitées avec I"anti-MIF, puisque la neutralisation du MlF sécrété engendre 
une augmentation de I"Hb" Aussi, la hausse de la concentration d"Hb pourrait être due à une 
plus faible parasitélllie chez les souris traitées avec l'anti-MIF. Il a été démontré qu'une 
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production élevée de TNF-Q induit l'apoptose des cellules hématopoïétiques, par la vOie 
extrinsèque. C'est en se liant au TNFR 1 (p55) et au TNFR2 (p75) que le TNF-a induit 
!'apoptose par l'action des caspases (Casals-Pascual et aL, 2006; Xu and Shi, 2007). Le TNF­
a est capable d'induire l'apoptose des précurseurs érythropoïétiques (Chang et Stevenson, 
2004a). Des études ont démontré que le TNF-Q, en concentration élevée, activerait l'apoptose 
des BFU-E in vitro (Rusten et Jacobsen, 1995; Petrache et al., 2000). Nos résultats indiquent 
que chez les souris traitées avec "anti-MIF une augmentation de l'apoptose est observée chez 
les splénocytes totaux (données non montrées). La production accrue de TNF-Q et 
l'augmentation de l'apoptose peuvent expliquer pourquoi une diminution de la production 
chez les proérythroblastes (proE) et chez 1es érythrocytes basoph i1iques précoces (Ery A) est 
observée en début d'infection. 11 n'a pas été démontré que le TNF-Q inhibe les proE et EryA, 
mais comme il induit l'apoptose des BFU-E, qui sont les précurseurs les plus précoces, il 
pourrait ainsi amener à une diminution des précurseurs plus tardifs. tel qu'observé. 
Plusieurs molécules parasitaires peuvent induire la production du MlF, entre autres l'Hz 
(McDevitt et al., 2006; Coban et al., 2007). Il a été suggéré l'Hz se lie au TLR-9, elle pourrait 
induire une voie de signalisation dépendante du MyD88 qui permet la production de MlF 
(Akira, 2006). Nous avons confirmé le fait que 1'Hz induisait la production de MlF, 
indépendamment de la présence d'infection, en faisant un prétraitement avec de l'Hz et nous 
avons reporté qu'une production accrue de MlF sérique chez les souris naïves et infectées 
ayant reçues un prétraitement avec de l'Hz. Le niveau de production du MlF semble 
intluencer la parasitémie, puisqu'une neutralisation du MlF entraîne une diminution de la 
parasitémie et qu'une production accrue (traitement par l'Hz) engendre une parasitémie plus 
fOlte. Cette modulation fut observée chez des souris déficientes en MlF et lors d'une 
infection par Trypanosoma cruzÎ. ou une parasitémie plus faible fut observée (Reyes et al., 
2006). 
Conclusion 
En ('ésumé, la neutralisation du MlF change le profile de productic·n du TNF-Q, de !'IFN­
y et de ]'lL-1 0 ce qui favorise la résolution de l'infection. En effet. la diminution de j'anémie 
et de la parasitémie au pic de l'infection, suggère qu'une réponse précoce d'IFN-y n"est pas 
protectrice, mais qu"au contraire elle peut stimuler d'avantage la production d'IL-IO et la 
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suppression de la réponse TH l, comme lors d'une infection sans traitement anti-MIF. Une 
forte production de TNF-a., amène à son tour à une parasitél11ie plus faible et une production 
d'Hb plus élevée, mais engendre une augmentation de l'apoptose des précurseurs 
érythropoïétiques, ce qui pourrait expliquer la baisse de rêticulocytes observée cn début 
d'infection. 
Le principal impact de la neutralisation du MlF sur le paludisme est une diminution de la 
charge parasitaire, ce qui permet un niveau d'Hb plus élevé. Cette diminution de la charge 
parasitaire semble est due à une augmentation du TNF-a tout au long de l'infection, en lien 
avec une diminution d'IL-IO et de I"1FN-y, en début d'infection qui est suivit d'une 
augmentation lors du pic de l'infection. De plus, ces résultats nous permettre de mieux 
comprendre les mécanismes causant l'anémie lors d'une infection par Plasmodium et par le 
fait même la pathophysiologie de cette maladie. 
La poursuite de cette recherche sera de com prendre que Is types cell ulai res sont 
responsables de l'augmentation du TNF-a et de la modulation de la production de l'IL-lO et 
de l'IFN-y lors de l'infection. Il faudra aussi voir si une neutralisation in vivo du MlF sécrété 
aura le même effet sur "expression des différents TLRs impliqués lors d'une infection par 
Plasmodium ainsi que sur les voies de signalisation des TLRs qui sont impliquées. 
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